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1321N1  humane Astrozytomzelllinie  
8-MG-BA  humane Glioblastomzelllinie 
Abb.   Abbildung 
AGE   advanced glycation endproduct 
AK   Antikörper 
AKT   Proteinkinase B 
ALT   Alanin-Aminotransferase 
APS   Ammoniumpersulfat 
AST   Aspartat-Aminotransferase 
ATCC   American Type Culture Collection 
ATP   Adenosintriphosphat 
bzw.    beziehungsweise 
CAPS   3-(cyclohexylamino)-1–Propansulfonsäure 
cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CNA   copy number alteration  
COX   Cyclooxygenase 
CRP   C-reaktives Protein 
CT   cycle threshold 
DAB   Diaminobenzidin 
DAPI   4,6-Diamidin-2-Phenylindol 
DNA    Desoxynukleinsäure 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
ds   double-strand 
DTT    Dithiothreitol 
DU 145  humane androgenrefraktäre Prostatakarzinomzelllinie 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGFP   Enhanced Green Fluorescent Protein 
EGFR   epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 
ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay  
ERK   Extracellular-signal Regulated Kinase 
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FKS   fetales Kälberserum 
GABA   ɣ-Aminobuttersäure  
GAPDH  Glycerinealdehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase  
GFAP   Glial fibrillary acidic protein 
Glo1   Glyoxalase 1 
Glo2   Glyoxalase 2 
Glo3   Glyoxalase 3 
GSH   Glutathion 
GST   Glutathion S-Transferase 
HAT   Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin 
HCC   hepatozelluläres Karzinom 
HE   Hämatoxylin-Eosin 
Hepes    2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure) 
Her-2/neu  ERB2, Human epidermal growth factor 2 
HRP   Horseradish Peroxidase 
Hsp   Heat shock protein 
IC50   mittlere inhibitorische Konzentration 
IL   Interleukin 
ip   intraperitoneal 
JIMT-1  humane Mammakarzinomzelllinie 
JNK   c-Jun N-terminal Kinase 
KG   Körpergewicht 
Kb   Kilobasenpaare 
LN-405  humane Glioblastomzelllinie 
LNCaP  humane androgensensitive Prostatakarzinomzelllinie  
MALDI-TOF Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation und 
Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator  
MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MCF-7  humane Mammakarzinomzelllinie 
MCP-1  monocyte chemotactic protein 1 
MDA-MB 231 humane Mammakarzinomzelllinie  
MGO   Methylglyoxal 
mTor   mammalian Target of Rapamycin 
mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
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NF-κB   nuclear factor of activated B-cells 
NIH 3T3  murine Fibroblastenzelllinie 
NIH 3T3 Her-2/neu murine Fibroblastenzelllinie mit potentieller Her-2/neu Überexpression 
NK   Negativkontrolle 
ns   nicht signifikant 
OPD   o-Phenylendiamin  
Opti-MEM  reduced Serum Medium  
PACT    RNA-dependent protein kinase activating protein 
PAP   Färbung nach Papanicolaou 
PBS   phosphate buffered saline 
PBST   phosphate buffered saline mit TWEEN 20  
PC3   humane androgenrefraktäre Prostatakarzinomzelllinie 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion 
PEG   Polyethylenglycol 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
POD   Peroxidase 
pTER-EGFP  retroviraler EGFP-Vektor für shRNA  
PSA   Prostata-spezifisches Antigen 
qPCR   quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
R²   Bestimmtheitsmaß einer linearen Regression  
RISC   RNA-induced silencing complex 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNAi   RNA-Interferenz 
ROS   reaktive Sauerstoffspezies 
RPMI   Roswell Park Memorial Institute 
RSA   Rinderserumalbumin 
RT   Raumtemperatur 
RT-PCR  Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion 
SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SF   serumfrei 
shRNA   small hairpin ribonucleic acid 
SH-SY5Y  humane Neuroblastomzelllinie 
siRNA   small interfering ribonucleic acid 
SNP   single nucleotid polymorphism 
8 
 
SP2/0-Ag14  murine Myelomzelllinie 
STAT   Signal transducer and activator of transcription 
TBS   Tris buffered saline 
TCE   Trichloressigsäure 
TEMED  N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 
Tet   Tetracyclin 
TGF   tumor growth factor 
THC   Tetrahydrocurcumin 
THP1   humane Zelllinie einer akuten monozytären Leukämie 
TNF   tumor necrosis factor 
TRBP   Tat–RNA-binding protein 
Tris   Tris (hydroxymethyl)-Aminomethan 
tTa    tetracycline-controlled transactivator protein 
TWEEN  Poly (oxy-1,2-ethandiyl)-Monododekansäuresorbitylester 
u.a.    unter anderem 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
Vergr.   Vergrößerung 
WST   water soluble tetrazolium 






In jeder Zelle findet zeitgleich eine Vielzahl ab- und aufbauender Stoffwechselprozesse statt, 
um den zahlreichen diversen Anforderungen, die sich dem Organismus täglich stellen, gerecht 
zu werden. Dabei entstehen mitunter auch toxische Nebenprodukte, die akkumuliert der 
Funktion und Integrität des Zellsystems schaden können. Die Folgen daraus reichen von 
Untergang bis zum Erlangen einer Autonomie der Zelle, welche eine ungehinderte Teilung 
und Loslösung aus dem Gewebsverband ermöglicht und sich klinisch als Karzinom 
manifestieren kann. Solch giftige Reaktionsprodukte entstehen unter anderem im 
Kohlenhydratstoffwechsel, wobei Methylglyoxal (MGO) als ein Vertreter zu nennen ist. 
MGO kann beispielsweise den programmierten Zelltod initiieren und soll 
Stoffwechselaktivitäten und den strukturellen Aufbau von Zellen beeinflussen (Leoncini et al. 
1980; Miglietta und Gabriel 1986; Akhand et al. 2001; Lin et al. 2016). Die Detoxifikation 
biochemischer Verbindungen wird im Falle von MGO durch das Glyoxalasesystem 
vorgenommen. Dieser Metabolismus stellt daher eine grundlegende Aufgabe im 
menschlichen Organismus dar, um ein physiologisches Gleichgewicht zu gewährleisten und 
der Entwicklung entarteter Zellen entgegentreten zu können. 
 
1.1 Tumorgenese und Malignitätskriterien 
Wachstum und Differenzierung von Zellen in einem Organismus unterliegen zahlreichen 
regulatorischen Mechanismen. Kommt es jedoch zu Störungen von Kontrollpunkten oder zu 
einer ungehemmten Ausschüttung von Überlebenssignalen, kann dies zu ungehemmtem 
Wachstum der Zelle führen. Eine solche „Entartung“ von Zellen stellt keineswegs ein seltenes 
Ereignis dar: Tumore sind neben kardiovaskulären Erkrankungen die zweithäufigste 
Todesursache in Industrienationen. Bei der Dignität (biologische Wertigkeit) der Tumore 
werden bösartig (maligne) und gutartig (benigne) unterschieden. Benigne 
Gewebsvermehrungen zeichnen sich durch langsames, verdrängendes Wachstum aus. Die 
Zellen sind gut differenziert und grenzen sich vom gesunden Gewebe meist durch eine 
(Pseudo-) Kapsel ab. Benigne Tumore sind oft symptomarm und weisen keine Metastasen 
(Absiedlungen der Tumorzellen in entferntem Gewebe) auf. Maligne Tumorzellen dagegen 
wachsen schnell, invasiv in umgebendes Gewebe und zeigen zahlreiche Zellatypien in der 
Mikroskopie wie Polymorphie (Größe, Form), Polychromatie (Anfärbbarkeit) oder 
irrereguläre Zellteilungen auf. Im Verlauf müssen Patienten meist mit Metastasierung und 
Rezidiven rechnen. Maligne Tumorerkrankungen enden häufig letal.  
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Die Kanzerogenese/Tumorgenese bezeichnet den Entstehungsweg von Tumoren. Neben einer 
familiären Veranlagung bestimmte Tumoren zu entwickeln, können chemische Substanzen 
wie aromatische polyzyklische Kohlenwasserstoffen, Aflatoxine oder Nitrosamine eine 
Tumorentstehung fördern. Des Weiteren sind radioaktive Strahlenexposition und Infektion 
durch bestimmte Viren als kanzerogen anzusehen. Zwischen der Einwirkung einer Noxe, die 
eine irreversible Schädigung des Erbgutes in der Zelle verursacht (Initiation), und einer 
klinisch manifesten Gewebswucherung (Progression), kann durchaus eine symptomfreie 
Latenzzeit von bis zu 20 Jahren liegen (Bühling et al. 2004). 
Zur Identifizierung neuer Therapiestrategien sind in vitro 2D-Untersuchungen wie die 
Testung von Proliferation, Migration (Bewegung durch den Extrazellularraum) und Invasion 
(Migration einschließlich Passage einer Barriere) von Tumorzellen sowie 3D-Zellmodelle 
etabliert. Ein 3D-Zellkulturmodell erreicht man durch die Bildung multizellulärer 
Tumorsphäroide. Innerhalb eines solchen kugelförmigen Zellkonglomerats mit einem 
Durchmesser von 200-500 µm entwickeln sich chemische Gradienten von beispielsweise 
Sauerstoff, Nährstoffen oder Abbaustoffen. Ab einer Größe oberhalb von 500 µm entsteht ein 
nekrotischer Kern im Inneren der Sphäroide. Die Tumorzellen der Peripherie behalten 
aufgrund der guten Nährstoffversorgung jedoch ihre Fähigkeit zur Proliferation und 
Differenzierung (Abbildung 1). Die Bildung einer solchen heterogenen Zellpopulation imitiert 
die Situation von avaskulären Tumorknoten, Mikrometastasen oder Bereichen in soliden 










1.1.1 Humane Hirntumore 
Hirntumore werden je nach Malignität und der damit verbundenen Überlebenszeit für den 
Patienten in die WHO-Grade I-IV eingeteilt. Grad I steht dabei für benigne, II für 
niedrigmaligne, III für maligne sowie Grad IV für hochmaligne Tumoren. Die 
durchschnittliche Häufigkeit an einem bösartigen, primären Hirntumor zu erkranken, liegt in 
Deutschland bei 8,3 von 100.000 Menschen. Sie machen ca. 7-9 % der malignen 
Erkrankungen aus (R.K.-I.G.d.e.K.i.D.e.V. 2012). Hirntumore werden in verschiedene 
Entitäten, je nach Ursprungsgewebe, unterteilt. Eine häufige Tumorart stellen die 
Astrozytome dar, welche sich aus Astrozyten ableiten. Ein benignes Astrozytom ist 
beispielsweise das pilozytische Astrozytom, welches vor allem in Umgebung der Mittellinie 
der Großhirnhälften lokalisiert ist und besonders bei Kindern und Jugendlichen eine gute 
Prognose aufweist. 
Als eher selteneres Gliom mit höherem Malignitätsgrad gilt das gemistozytische Astrozytom. 
Dabei müssen definitionsgemäß mehr als 20 % der Tumorzellen ein großes eosinophiles 
Zytoplasma mit exzentrisch gelegenem Zellkern aufweisen und damit definitionsgemäß 
gemistozytisch verändert sein: Die tumorösen Astrozyten sind geschwollen und zeigen einen 
aktivierten Zustand mit Fibrillenreichtum und Zytoplasmavermehrung. Die Symptomatik wird 
damit weniger durch die Raumforderung des Tumors, als vielmehr durch das perifokale Ödem 
bestimmt. Viele Patienten können nach medikamentöser Ödemreduktion vorübergehend 
symptomfrei werden. Die Prognose der gemistozytische Astrozytome bleibt trotzdem 
insgesamt schlecht. 
Als hochmaligne Astrozytome sind Glioblastome zu klassifizieren. Aufgrund ihrer hohen 
Malignität wird das Glioblastoma multiforme von der Weltgesundheitsorganisation zu Grad 
IV eingeteilt (Louis et al. 2007). Sie entstehen entweder primär oder sekundär aus 
niedriggradigeren Astrozytomen. Das Glioblastom ist der häufigste maligne Hirntumor bei 
Erwachsenen und zeichnet sich durch eine sehr ungünstige Prognose aus. Der Tumor tritt am 
häufigsten bei älteren Erwachsenen auf, das mediane Alter bei Diagnosestellung liegt bei 64 
Lebensjahren. Glioblastome infiltrieren relativ rasch das umliegende Gewebe, typisch dabei 
ist eine schmetterlingsförmige Ausbreitung auf die gegenüberliegende Großhirnhemisphäre 
frontotemporal. Die Tumorzellen sind meist entdifferenziert und zeigen viele Mitosen als 
Zeichen hoher Proliferationsrate auf. Die diffuse Infiltration angrenzender Hirnareale macht 
therapeutische Ansätze sehr schwierig. Aktuelle Behandlungsmöglichkeiten bestehen aus 
operativer Reduktion des Tumors, Bestrahlung und kombinierter Chemotherapie. Die mittlere 
Überlebenszeit liegt dennoch nur bei zirka 14,6 Monaten (Stupp und Weber 2005). 
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Als weiterer Hirntumor ist das Oligodendrogliom zu nennen. Es entsteht aus entarteten 
Oligodendrogliazellen. Diese Tumorentitäten wachsen langsam und sind vor allem in den 
Basalganglien und im Thalamus lokalisiert (Louis et al. 2007). 
Aufgrund der schlechten Prognose und noch unzureichenden Behandlungsmöglichkeiten vor 
allem bei hochmalignen Astrozytomen (Glioblastomen) ist die Entwicklung neuer 
lebenszeitverlängernder und lebensqualitätsverbessernder Behandlungsstrategien 
wünschenswert. 
 
1.2 Das Glyoxalasesystem 
1.2.1 Eigenschaften und Funktion des Glyoxalasesystems 
Das im Zytosol von Zellen vorkommende Glyoxalasesystem besteht aus den beiden Enzymen 
Glyoxalase 1 (EC 4.4.1.5; Glo1) und Glyoxalase 2 (EC 3.1.2.6; Glo2) sowie reduziertem 
Glutathion (GSH). Hauptaufgabe des Systems ist die Detoxifikation von MGO bzw. anderer 
α-Oxoaldehyde. Dabei wird MGO über das Intermediat S-D-Lactoylglutathion zu D-Laktat 













Abb. 2: Schematische Darstellung des Glyoxalasesystems nach (Thornalley 1990) 
 
Die Entdeckung des Glyoxalasesystems ist auf das Jahr 1913 datiert: Zwei unterschiedliche 
Arbeitsgruppen, zum einem Dakin und Dudley sowie die Gruppe um Neuberg, beschrieben 
die Konversion von MGO zu Laktat durch ein einzelnes Enzym (Dakin HD 1913; Neuberg 
1913). Im Jahre 1951 konnte gezeigt werden, dass das Glyoxalasesystem einen Komplex aus 
zwei Enzymen beschreibt. Die Glo1 katalysiert dabei die Reaktion von MGO und GSH zu S-
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D-Lactylglutathion, die Glo2 wiederum die Hydrolyse von S-D-Lactylglutathion und H2O zu 
D-Laktat. Bei diesem Schritt erfolgt ebenfalls die Regeneration des in der ersten Reaktion 
verbrauchten GSH (Abbildung 2) (Mannervik 1980; Racker 1951; Carrington 1986; Murata et 
al. 1989). 
Die genaue biologische Rolle sowie Bedeutsamkeit des Glyoxalasesystems ist noch nicht 
vollständig aufgeklärt. Die Aktivität des Enzymsystems scheint evolutionär hochkonserviert 
zu sein, da eine Expression in Säugetieren, Vögeln, Fischen, Amphibien, Pflanzen, Bakterien, 
Pilzen, Protozoen und Wirbellosen nachgewiesen werden konnte (Jerzykowski et al. 1975; 
Hopkins und Morgan 1945; Darling und Blum 1988). Ging man früher noch davon aus, dass 
das Glyoxalase-System omnipräsent sei, weiß man heute, dass Protozoen wie Entamoeba 
histolytica, Giardia lamblia und Trypanosoma brucei kein Glo1-Gen besitzen (Sousa Silva et 
al. 2012). In manchen Säugetiergenomen, z.B. bei Pferden, findet man dagegen kein Glo2-
Gen (Agar et al. 1984). 
Es konnte durch Untersuchungen der enzymatischen Aktivität in Lebergewebe nachgewiesen 
werden, dass proliferierende Gewebe eine hohe Aktivität der Glo1 besitzen, während die 
Aktivität der Glo2 sich als erniedrigt darstellt. In differenzierten, nicht mehr proliferierenden 
Gewebetypen zeigte sich eine umgekehrte Verteilung (Principato et al. 1982; Principato et al. 
1983). 
E.coli und Pflanzen exprimieren ein weiteres Enzym - die Glyoxalase 3 (Glo3), welches in 
einer Einzelreaktion MGO irreversibel in D-Laktat konvertiert und keinen Cofaktor wie GSH 
benötigt (Misra et al. 1995; Ghosh et al. 2016). 
 
1.2.2 Methylglyoxal 
Methyglyoxal (MGO) wird, wie oben bereits erwähnt, hauptsächlich durch das 
Glyoxalasesystem verstoffwechselt (Thornalley 1990). MGO als reduzierte Form der 
Brenztraubensäure besitzt zwei Carbonylgruppen und ist gleichermaßen Aldehyd und Keton. 
In biologischen Organismen entsteht MGO bei verschiedenen Stoffwechselvorgängen. Die 
Hauptmenge wird als Nebenprodukt in der Triosephosphat-Isomerase-Reaktion während der 
Glykolyse gebildet (Ohmori et al. 1989). Ebenfalls entsteht MGO bei der Bildung von Aceton 
im Ketonkörperstoffwechsel sowie im Threoninkatabolismus aus Aminoaceton (Ray und Ray 
1983; Casazza et al. 1984; Phillips und Thornalley 1993). 
Es soll erwähnt werden, dass MGO neben des Glyoxalasesystems auch eine Metabolisierung 
durch Aldoketoreduktasen und Aldehydehydrogenasen erfährt, diese jedoch nur von 
geringerer biologischer Bedeutung ist (Rabbani und Thornalley 2015). 
14 
 
Rund 0,1-0,4 % des Glukotrioseumsatzes führen zur Bildung des MGO (Thornalley 2003b). 
Unter anaeroben Bedingungen mit gesteigerter Glykolyse ist folglich auch der Anteil an 
gebildetem MGO erhöht und kann toxische Konzentrationen erreichen. Eine Inkubation der 
Hybridomzellen CRL 1606 mit MGO zeigte eine mittlere inhibitorische Konzentration (IC50-
Wert) von 490±20 µM auf. Dies führte primär zum apoptotischen Zelluntergang innerhalb 
von 8 h (Roy et al. 2004). Durch elektrophile Komponenten ist MGO sehr reaktiv und kann 
an Proteine, Nukleinsäuren und basische Phospholipide binden (Lo et al. 1994). So soll MGO 
glykolytische Enzyme hemmen und den Aufbau von Mikrotubuli inhibieren (Leoncini et al. 
1980; Miglietta und Gabriel 1986). Weiterhin ist MGO in der Lage, Apoptose mit Hilfe von 
der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zu 
induzieren (Du et al. 2000; Akhand et al. 2001). In Synovialzellen induziert MGO über p38 
die COX-2 Expression, führt zur Translokation von NF- κB in den Zellkern und steht damit 
im Zusammenhang mit Gelenkentzündungen (Lin et al. 2016). Des Weiteren trägt MGO zur 
Bildung von intrazellulären advanced glycation endproducts (AGEs) durch Reaktion mit 
Lipiden, Nukleinsäuren sowie Proteinen bei (Rabbani und Thornalley 2015). AGEs stehen im 
Zusammenhang mit der Entwicklung von degenerativen Erkrankungen wie Morbus 
Alzheimer oder der Entstehung von Organmanifestationen im Rahmen einer Diabetes mellitus 
Erkrankung (Lüth et al. 2005). Hohe MGO-Konzentrationen im Serum sollen auf einen 
zügigen kognitiven Verfall bei älteren Patienten hinweisen (Beeri et al. 2011). Rabie et al. 
wiesen weiterhin einen inhibitorischen Effekt von MGO auf das Wachstum grampositiver 
(Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus) und gramnegativer (Pseudomonas aeruginosa 
und Escherichia coli) Bakterien nach. Auf ultrastruktureller Ebene konnten Veränderungen 
der bakteriellen Fimbrien und Flagellen nachgewiesen werden, welche Adhäsion und 
Motilität der Bakterien limitierten (Rabie et al. 2016). Aufgrund der beschriebenen zell- und 
gewebsschädigenden Wirkung von MGO kommt dem entgiftenden Glyoxalasesystem eine 
besondere biologische Rolle zu. 
 
1.2.3 Eigenschaften und Funktion Glyoxalase 1 
Die Sequenz der humanen Glo1 ist auf dem Chromosom 6 zwischen Zentromer und HLA-DR 
lokalisiert (Bender und Grzeschik 1976). Die Glo1 von Menschen, Bakterien und Pflanzen 
stellt sich als Homodimer dar, während das Enzym von Hefezellen wie Saccharomyces 
cerevisiae als Monomer vorkommt (Thornalley 2003). Es sind zwei humane Isoformen der 
Glo1 bekannt. Das Translationsprodukt des humanen Glo1-Gens (Isoform 1) beinhaltet 184 
Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 20 kDa. Isoform 2 dagegen weist eine 
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Deletion der Aminosäuren 105-119 auf (Universal Protein Resource 2016a). Das N-terminale 
Start-Methionin wird durch posttranslationale Prozessierung entfernt (Cameron et al. 1997). 
Jedes Monomer besteht aus zwei strukturell identischen Domänen, zwischen denen das aktive 
Zentrum lokalisiert ist. Im aktiven Zentrum befindet sich eine Zink-Bindungsstelle, welche 
zwei gleiche Proteinreste jeder Domäne (Gln-33A, Glu-99A, His-126B, Glu-172B) umfasst 
und zwei Wassermoleküle in oktaedrischer Anordnung besitzt (Abbildung 3) (Cameron et al. 
1997; Thornalley 2003). An Stelle des Zinkrestes können auch andere Ionen treten. Die Glo1 
in Escherichia coli zum Beispiel ist ein Ni2+-Metalloenzym (Clugston et al. 1998). 
Die Glo1 besitzt eine breite Substratspezifität für α-Oxoaldehyde wie MGO, 
Hydroxypyruvaldehyd, Hydroxypyruvaldehydphosphat, Glyoxal, Phenylglyoxal, 4,5-
Dioxovalerate sowie andere Alkyl- und Arylglyoxale (Reeves und Ajl 1965; Weaver und 
Lardy 1961; Carrington et al. 1989; Vander Jagt 1989). Als Kofaktor der Glo1 dient 
ausschließlich reduziertes GSH (γ-L-Glutamyl-L-Cysteinglycin). Verwandte Verbindungen 
wie L-Cystein, oxidiertes GSH, L-Cysteinglycin sowie γ-L-Glutamylcystein sind als 




Abb. 3: Schematische Darstellung der Glyoxalase 1 (A) Monomer; (B) Dimer (Cameron et al. 1997) 
 
Aus den Ausgangsstoffen α-Oxoaldehyd und GSH wird nicht-enzymatisch Hemithioacetal 
gebildet, welches an das aktive Zentrum der Glo1 gebunden wird (Mannervik et al. 1981). Die 
Glo1 katalysiert nachfolgend die Isomerisierung des Hemithioacetals zu S-D-Lactylglutathion. 
Dabei kommt es zu einem Protonentansfer vom C1 zum C2 des Hemithioacetals. Das 
entstehende Endiol-Intermediat wird in einer Ketonisation zum Thioester gewandelt (Douglas 




Glo1-Aktivität kann in allen menschlichen Geweben gefunden werden. Durchschnittlich sind 
0,2 µg Glo1 pro Milligramm des menschlichen Gewebes nachweisbar (Larsen et al. 1985). 
Während in der Embryonalentwicklung von Mäusen besonders Neurone im Bereich der 
Ventrikel, des Thalamus sowie ependymale Zellen über hohe Glo1-Expression verfügen, sind 
postnatal im Hippocampus, Thalamus und Kleinhirn die höchsten Level zu finden. Diese 
Beobachtungen lassen eine entwicklungsspezifische Regulation der Glo1 in Hirnstrukturen 
vermuten (Nakadate et al. 2009). Untersuchungen an murinen Primärkulturen ergaben, dass 
Astrozyten 9,9-fach höhere Enzymaktivitätslevel der Glo1 im Vergleich zu Neuronen 
aufweisen. Dies ging mit geringerer AGE-Akkumulation und besserer Widerstandsfähigkeit 
gegenüber MGO-vermittelter Toxizität in den Astrozyten einher (Bélanger et al. 2011). 
Seit kurzem ist bekannt, dass Expression und Verteilung der Glo1 im Hirngewebe nach 
traumatischer Schädigung einer hohen Dynamik unterliegt und dass es nach einer Verletzung 
zu einem starken Anstieg der dimerisierten Form der Glo1 kommt (Pieroh et al. 2014). Des 
Weiteren konnte eine Assoziation der Glo1 mit Alkoholsucht und Angstverhalten beschrieben 
werden. Dabei soll MGO als kompetitiver partieller Agonist von GABA A (ɣ-
Aminobuttersäure A)-Rezeptoren fungieren (McMurray et al. 2015; Distler et al. 2012). 
Gen- und mRNA-Sequenzierung der Glo1 zeigten den Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) 
C419A auf, der einen Aminosäurewechsel (Alanin zu Glutamat) an Position 111 nach sich 
zieht und mit Autismus assoziiert werden konnte. Weiterhin wiesen Hirngewebeproben von 
Patienten mit Autismus eine 38%ige Aktivitätsreduktion der Glo1 im Vergleich zur 
Kontrollgruppe auf (Junaid et al. 2004). Interessanterweise ist dieser SNP auch in 
Mammakarzinomen gefunden worden (Antognelli et al. 2009) und weist in 
Populationsanalysen große geografische Unterschiede auf: So ist die Expression der Glo1-
Variante Ala111Glu bei eingeborenen Alaska-Eskimos und in der indischen 
Bevölkerungsgruppe am höchsten und verringert sich geografisch nach Süden und Osten. Das 
geringste Aufkommen ist bei den Aborigines in Australien sowie den Eingeborenenstämmen 
Papua Neuguineas zu finden (Thornalley 1991). 
Vulesevic et. al. zeigten, dass Hyperglykämie zu erhöhten Entzündungswerten in Mäusen 
führt: MGO und TNFα sollen in diesem Zusammenhang einen Endothelzellverlust bewirken 
und eine wichtige Rolle in der Entwicklung der diabetischen Kardiomyopathie spielen. Eine 
Glo1-Überexpression in diabetischen Mäusen hingegen ging mit erniedrigten 




Verschiedene Arbeitsgruppen beschäftigten sich mit den Auswirkungen eines knockouts der 
Glo1 in Mäusen. Giacco et al. beschrieben, dass ein konditioneller knockout der Glo1 im 
Nierengewebe von nichtdiabetischen Mäusen zu morphologischen Veränderungen einer 
diabetischer Nephropathie führt. Eine Glo1 Überexpression bewahrte diabetische Mäuse 
vollständig vor renalen Diabeteskomplikationen trotz unveränderter 
Hyperglykämiekonzentration (Giacco et al. 2014). Untersuchungen von Wortmann et al. 
konnten für die gleichen Glo1 knockout Mäuse keine Effekte in Atherosklerosebildung und 
Energieumsatz aufzeigen. Bei den hier untersuchten Mäusen war lediglich eine Reduktion der 
Glo1-Aktivität um 38 % (Leber), 64 % (Niere) und 90 % (Herz) erzielt worden (Wortmann et 
al. 2016). Eine vollständige Deletion der Glo1 soll mit einer embryonalen Letalität in Maus 
und Mensch einhergehen (Rabbani und Thornalley 2015). 
Hanssen et. al. beschrieben im Mausmodel, dass eine Überexpression der Glo1 (3-fache 
Aktivitätssteigerung in der Aorta) keine Auswirkung auf die Bildung von atherosklerotischen 
Plaques und systemischer Entzündung besitzt (Hanssen et al. 2014). Überexpression der Glo1 
im Fadenwurm Caenorhabditis elegans jedoch resultierte in einer 30%igen Steigerung der 
mittleren Lebensdauer und verweist auf eine besondere Rolle der Glyoxalase im 
Alterungsprozess (Morcos et al. 2008). 
In der Literatur sind verschiedene Inhibitoren der Glo1 beschrieben worden. Dabei sind an 
erster Stelle die S-p-Bromobenzylglutathion-Diester zu erwähnen. In Arbeiten von Thornalley 
et al. konnte durch Zugabe dieser Inhibitoren in HLA-60-Leukämiezellen ein Anstieg von 
intrazellulärem MGO festgestellt werden. Dadurch kam es zu einer Hemmung der DNA-
Synthese, Induktion der Apoptose und somit zur Hemmung des Tumorwachstums (Thornalley 
et al. 1996; Lo und Thornalley 1992). Als weitere Inhibitoren gelten Methotrexat (Bartyik et 
al. 2004), verschiedene nichtsteroidale Antirheumatika wie Indomethacin oder 
Acetysalicylsäure (Sato et al. 2007) sowie das orale Antidiabetikum Troglitazone (Wu et al. 
2001; Helgager et al. 2010). Ebenfalls konnte eine hemmende Wirkung auf die Glo1 durch 
Ethylpyruvat sowie Ethyllaktat nachgewiesen werden (Hollenbach et al. 2008). Auch 
natürlich vorkommende Flavanoide (Myricetin oder Quercetin) und Polyphenole wie 
Curcumin gelten als Inhibitoren der Glo1 (Takasawa et al. 2008; Santel et al. 2008). 
 
1.2.4 Eigenschaften und Funktion der Glyoxalase 2 
Das Gen für die humane Glo2 (Hydroxyacylglutathionhydrolase) ist auf dem Chromosom 16 
lokalisiert und gehört zur Familie der Zink-Metallohydrolasen (Cameron et al. 1999). Es sind 
drei Isoformen beschrieben worden. Die Isoform 1 enthält 308 Aminosäuren mit einem 
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Molekulargewicht von 33 kDa. In Isoform 2 sind die ersten 48 Aminosäuren durch 
alternatives Splicing deletiert. Das Vorkommen der Isoform 3 als kürzeste Variante mit 236 
Aminosäuren konnte bisher nicht experimentell bestätigt werden (Universal Protein Resource 
2016b). Während die Isoform 1 in Mitochondrien exprimiert wird, ist die Isoform 2 im 
Zytoplasma zu finden (Cordell et al. 2004). Die humane Glo2 ist, im Gegensatz zur humanen 
Glo1, ein Monomer (Uotila 1973). 
Die Glo2 kann die Hydrolyse verschiedener S-D-Hydroxyacylglutathione wie S-Lactoyl-, S-
Glycolyl-, S-Mandelyl-, S-Glycerolyl- und S-Acetoacylglutathion katalysieren. Durch die 
enzymatische Umsetzung werden die genannten Substrate zu reduziertem GSH sowie 
entsprechender Aldonsäure verstoffwechselt. Im aktiven Zentrum der Glo2 befinden sich 
Arginin-, Histidin- und Lysinreste. Ein Histidinrest wird bei der katalytischen Reaktion durch 
S-D-Lactylglutathion modifiziert. GSH verlässt daraufhin das aktive Zentrum, während das 
Acyl-Enzym-Intermediat zu D-Lactat und aktivem Enzym hydrolysiert wird (Ball und Vander 
Jagt 1981). 
Es ist bisher wenig zur klinischen Relevanz der Glo2 bekannt. Das Vorkommen der Isoform 2 
ist in einer kleinen Population auf der mikronesischen Insel Nauru beschrieben worden 
(Board 1980). Diese Population fällt durch eine sehr hohe Prävalenz an Diabeteserkrankungen 
auf (Khambalia et al. 2011). Ob es ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Befunden gibt, 
bleibt bisher unklar. Die Glo2 scheint auch eine Rolle in der Kanzerogenese zu spielen. In 
klarzelligen Adenokarzinomen der Niere ist eine 3-fache höhere Expression der Glo2 im 
Vergleich zum nichttumorösen Gewebe dargestellt worden. Im Gegensatz dazu war die 
Aktivität der Glo2 in den pathologischen Proben signifikant niedriger als im 
Ursprungsgewebe (Antognelli et al. 2006). 
Als kompetitive Inhibitoren der Glo2 gelten Derivate der S-Carbobenzoxyglutathione 
(Principato et al. 1989; Al-Timari und Douglas 1986). Es konnte gezeigt werden, dass die 
Glo2 in Lebergewebe von Ratten durch Nitrocarbobenzoxyglutathion gehemmt werden kann 
(Bush und Norton 1985). 
 
1.2.5 Rolle des Glyoxalasesystems bei malignen Tumorerkrankungen 
Bis heute stellen maligne Tumorerkrankungen die zweithäufigste Todesursache in 
Deutschland dar. In den letzten Jahren wiesen verschiedene Publikationen auf eine besondere 
Rolle des Glyoxalasesystems im Zusammenhang mit malignen Grunderkrankungen hin. 
Der deutsche Biochemiker Otto Warburg beschrieb bereits 1927, dass ein Charakteristikum 
von primären oder metastasierenden Tumoren die Hochregulierung der Glykolyse im 
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Stoffwechsel darstellt. Die Glykolyse zum Abbau von Glukose in zwei Moleküle Pyruvat 
dient der Bereitstellung von Energieäquivalenten in Form von Adenosintriphosphaten (2 ATP 
pro Glukose-Molekül) und NADH. Als Nebenprodukt der Glykolyse im Rahmen der 
Triosephosphat-Isomerase-Reaktion fällt jedoch in geringen Anteilen auch das toxische MGO 
an. Zellen und Gewebe mit einer hohen Glykolyserate benötigen daher ebenfalls eine 
gesteigerte Entgiftungsmöglichkeit für MGO um dessen Akkumulation zu verhindern 
(Warburg et al. 1927). 
Der Warburg-Hypothese entsprechend müssten Tumore mit einer hohen Glykolyserate eine 
vermehrte Bildung von MGO aufweisen und somit eine gesteigerte Aktivität oder Expression 
des Glyoxalasesystems besitzen. Hinsichtlich des Glyoxalasesystems gibt es jedoch in 
verschiedenen Tumorentitäten widersprüchliche Ergebnisse: Es konnten sowohl erhöhte, 
erniedrigte als auch unveränderte Aktivitäten der Glo1 in Vergleich zu korrespondierenden 
nichttumorösen Geweben gefunden werden. Als Beispiele für gesteigerte Aktivität bzw. 
Expression der Glo1 sind Pankreas- (Wang et al. 2012), Endometrium- (Sui et al. 2010), 
Magen- (Cheng et al. 2012), Urothel- (Mearini et al. 2002), Lungen- (Sakamoto et al. 2001) 
und Prostatakarzinom (Davidson et al. 2002) sowie kutane Neoplasien (Zou et al. 2015) zu 
nennen. Mithilfe genomweiter copy number alterations (CNA) Analysen von 163 primären 
Magentumoren wurden putative Onkogene identifiziert, wobei das Gen Glo1 über die höchste 
onkogene Aktivität verfügte. Überexpression der Glo1 in HEK293- und 3T3-Zellen resultierte 
in gesteigerter Ausbildung von Tumorkolonien sowie schnellerem Wachstum (Hosoda et al. 
2014). Neuere immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine verstärkte Detektion der 
Glo1 auch in kolorektalen Karzinomen im Vergleich zu gesunden Ursprungsgeweben 
(Sakellariou et al. 2016). Die Gruppe um Zhang fand bei hepatozellulären Karzinomen (HCC) 
in 6% der Patienten eine Amplifikation des Glo1-Gens, bei 48 % der Patienten war eine 
Hochregulierung der Glo1-Expression nachweisbar. Durch small hairpin RNA (shRNA)-
vermittelten Glo1-knockdown konnte eine Tumorregression mit Induktion von Apoptose bei 
HCC mit Glo1-Amplifikation erreicht werden (Zhang et al. 2014). Andere Studien an 
Tumorzelllinien (Ayoub et al. 1993) oder humanen Geweben des Urogenitaltrakts (Di Ilio et 
al. 1995) zeigten keinen signifikanten Unterschied in Aktivität oder Expression des 
Glyoxalasesystems. 
Im Gen der Glo1 konnte ein single nucleotid polymorphism (SNP) identifiziert werden, der 
für die Ausbildung maligner Brusttumore prädestiniert: Die Allelvariante C419A zieht die 
Substitution eines Alanin durch Glutaminsäure an Position 111 nach sich und soll in einem 
Isoenzym mit niedriger Detoxifikationskapazität resultieren (Antognelli et al. 2009). Dieser 
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SNP ist des Weiteren im Zusammenhang mit Autismus beschrieben worden (Junaid et al. 
2004). Ranganathan et al. stellten eine Verbindung zwischen Glo1-Überexpression und dem 
Versagen angewandter Chemotherapeutika im Sinne einer multidrug resistance her – 
transfizierte Fibroblasten weisen nicht nur eine gesteigerte Toleranz gegenüber exogenem 
MGO und bekannten GLO1-Inhibitoren auf, sondern auch gegenüber den Chemotherapeutika 
Adriamycin und Mitomycin C (Ranganathan et al. 1995). 
Die Bedeutung der Glyoxalase bleibt jedoch für viele bedeutende Tumorentitäten, wie 





Abbildung 4), ein Polyphenol der Gelbwurzel (Curcuma longa), wird bereits seit über 6.000 
Jahren als traditionelles Heilmittel der indisch-ayurvedischen Medizin u.a. zur Behandlung 
von Asthma, Leber- und rheumatischen Erkrankungen oder Bauchschmerzen eingesetzt. 
Darüber hinaus findet Curcumin Anwendung in der Kosmetikherstellung und als Gewürz. Im 
gelbpigmentierten Anteil der Gelbwurzel sind verschiedene chemisch verwandte 
Curcuminoide enthalten: Curcumin (Curcumin I, als Hauptkomponente), 
Demethoxycurcumin (Curcumin II), Bisdemethoxycurcumin (Curcumin III) sowie 
Cyclocurcumin (Goel et al. 2008). In asiatischen Ländern stellt Curcumin seit langer Zeit 
einen Teil der täglichen Ernährung dar, sodass ein Erwachsener durchschnittlich täglich 7-
8 µmol/kg Körpergewicht (KG) aufnimmt (Commandeur und Vermeulen 1996). Doch erst im 
Jahre 1949 konnten die antibakteriellen Eigenschaften des Curcumin auch empirisch bestätigt 
werden (Schraufstatter und Bernt 1949). Heute ist zudem bekannt, dass Curcumin auch 
antiinflammatorische, antioxidative, antimikrobielle sowie wundheilungsfördernde 
Eigenschaften besitzt (Aggarwal und Sung 2009). Curcumin ist synthetisch herstellbar und 
findet Verwendung als Zusatzstoff E100 zur Färbung von Lebensmitteln.  
Da Curcumin trotz seiner vielfältigen Wirkungen lange Zeit als Wirkstoff ohne Toxizität galt 
(Ammon und Wahl 1991), wuchs das wissenschaftliche Interesse an dem Derivat der 
Gelbwurzel stark und ließ es so zum Untersuchungsgegenstand vieler wissenschaftlicher 
Studien werden. Heute ist bekannt, dass Curcumin in sehr hohen Tagesdosen von 12 g bei 30 % 
der freiwilligen Probanden Nebenwirkungen wie Diarrhoe, Hautrötung und Kopfschmerzen 
auszulösen vermag (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food 
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(ANS)). Letale Konzentrationen für Mäuse/Ratten werden auf 2-10 g/kg KG bei oraler 
Aufnahme geschätzt (Burgos-Morón et al. 2010). 
 
 
Abb. 4: Strukturformel von Curcumin (Link et al. 2013) 
 
Es wurde demonstriert, dass Curcumin multiple zelluläre Signalwege moduliert und somit 
vielfältiges therapeutisches Potential in der Behandlung neurologischer, metabolischer, 
kardiovaskulärer, autoimmuner, inflammatorischer sowie maligner Erkrankungen besitzt 
(Aggarwal und Harikumar 2009; Gupta et al. 2013). So reduziert Curcumin Interleukin IL17A, 
die Anzahl eosinophiler Leukozyten und Th17-Zellen und vermindert dadurch die 
Inflammationsreaktion bei Asthma bronchiale im Mausmodel (Ma et al. 2013). Bei Morbus 
Alzheimer bewirkt Curcumin eine Reduktion der ß-Amyloidakkumulation und 
Fibrillenbildung (Ono et al. 2004). Weiterhin ist für Curcumin ein immunmodulatorischer 
Effekt im Hinblick auf Übergewicht und Insulinresistenz durch Verminderung von IL6, IL8, 
TNF-α, MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1) und Glukose in diabetischen Ratten 
beschrieben (Jain et al. 2009). In einem Model zur Generierung von renaler Hypertension in 
Ratten (2-kidney-1clip) erreichte eine 6-wöchige Curcumintherapie eine Verbesserung der 
hämodynamischen Verhältnisse mit Reduktion des arteriellen Blutdrucks (Boonla et al. 2014). 
Die Fähigkeit von Curcumin an unterschiedlichste Zielstrukturen binden zu können, liegt in 
seiner molekularen Struktur und Funktionalität begründet. Curcumin ist ein 
Diferuloylmethanmolekül, wobei die beiden Ferulasäurereste über eine Methylenbrücke 
verbunden werden. Mit zwei hydrophoben Phenyldomänen ist es Curcumin möglich, 
unterschiedliche Konformationen anzunehmen und so maximale hydrophobe Kontakte zu 
einem anderen Protein auszuüben. Funktionelle Phenyl- und Carbonylgruppen können über 
Wasserstoffverbindungen mit Zielmolekülen interagieren. Dank seiner ß-Diketongruppe 
erfährt Curcumin eine Keto-Enol-Tautomerie und erhält so zusätzliche chemische 
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Funktionalität. Die vorherrschende Enolform ist in der Lage, sowohl Wasserstoffbindungen 
zu erhalten als auch abzugeben. Die Kombination aus hydrophoben Interaktionen, kovalenten 
und Wasserstoffbindungen sowie Chelatkomplexen erlauben Curcumin unzählige 
Interaktionsmechanismen mit Zielproteinen (Gupta et al. 2011). Bisher konnte gezeigt werden, 
dass Curcumin sowohl auf proinflammatorische Zytokine (TNF-α, IL-1β, IL-6), apoptotische 
Proteine, NF-κB, COX-2, STAT3, Endothelin-1, CRP, Prostaglandin E2, GST, PSA, GSH, 
Transferrinrezeptor, TGF-β, als auch auf Aminosäuretransferasen AST und ALT wirkt. 
Untersuchungen der Arbeitsgruppe Birkenmeier ergänzten die Liste molekularer 
Bindungspartner des Curcumins durch eine weiteren Vertreter: Curcumin konnte als Inhibitor 
des Enzyms Glo1 identifiziert werden (Santel et al. 2008). Eine Übersicht der bisher 
bekannten Angriffspunkte von Curcumin ist in Tabelle 1 dargestellt. 
 
Tabelle 1: Molekulare Angriffspunkte von Curcumin nach(Aggarwal et al. 2007) 
 
 
Obwohl Curcumin vielseitige positive Eigenschaften auf humane Erkrankungen besitzt, wird 
die therapeutische Effektivität stark durch seine schlechte Bioverfügbarkeit eingeschränkt. 
Dafür verantwortlich ist eine eingeschränkte Absorption, ein schneller Metabolismus sowie 
eine schnelle systemische Elimination (Anand et al. 2007). Um dem entgegenzuwirken, 
erscheint die Blockierung des intrazellulären Abbaus mit Hilfe von Adjuvantien wie Piperin 
(Shoba et al. 1998), Nanopartikeln (Sasaki et al. 2011), Liposomen (Gota et al. 2010) und 
Phospholipid-Komplexen (Cuomo et al. 2011) als vielversprechende Strategie zur 
Verbesserung der Bioverfügbarkeit von Curcumin. 
 
 Molekulare Angriffspunkte von Curcumin
Transkriptions- inflammatorische Enzyme Kinasen Wachstums- Rezeptoren Gen-
faktoren Zytokine faktoren expression
AP-1 IL-1 ATPase AAPK CTGF AR COX-2
β-Catenin IL-2 Desaturase CDPK EGF Arh-R CyclinD1
Egr-1 IL-5 DNApol ERK FGF CXCR4 Gcl
EpRE IL-6 Glo1 JAK HGF DR-5 Hsp70
HIF-1 IL-8 GST JNK NGF EGF-R IAP
Notch-1 IL-12 Ho-1 MAPK PDGF EPC-R iNOS
NF-κB IL-18 MMPs Her-2/neu TGF ER LOX
Nrf-2 MCP-1 ODCase PKA VEGF FAS-R MDR-1
PPAR-γ MIF PLD PKB H2-R NAT-1
STAT1 MIP TIMP-3 PKC IL8-R p53




1.3.2 Curcumin und maligne Erkrankungen 
Die Entwicklung einer Krebserkrankung ist ein mehrstufiger Prozess und resultiert aus einer 
Dysregulation von mehr als 500 Genen zu verschiedenen Zeitpunkten im Zellzyklus. Aktuelle 
therapeutische Ansätze basieren entweder darauf, verschiedene Substanzen mit Wirkung auf 
einzelne Angriffsziele zu kombinieren, oder eine Substanz zu einzusetzen, welche 
verschiedene Zielstrukturen simultan angreifen kann. Curcumin und andere Polyphenole sind 
starke Antioxidantien (Kowluru und Kanwar 2007), senken die Lipidperoxidation, regulieren 
antioxidative Enzyme und beseitigen Hyperglykämie-induzierte reaktive Sauerstoffspezies 
(Chan et al. 2005). Da oxidativer Stress und Inflammation eng mit Tumorwachstum 
verbunden sind (Biesalski 2007), überrascht es nicht, dass Curcumin auch antiproliferative 
Effekte auf Tumore besitzt. Curcumin induziert beispielsweise den programmierten Zelltod 
der Apoptose durch Caspase-8/9 Aktivierung und über Phosphorylierung von ERK und JNK 
(Yang et al. 2012) oder moduliert Transkriptionsfaktoren wie NF-κB, 
Wachstumfaktorrezeptor-Kinasen und MAP-Kinasen (Bharti et al. 2003). 
Trotz dessen, dass der Wirkungsmechanismus von Curcumin noch nicht vollständig 
entschlüsselt zu sein scheint, sind klinische Effekte bereits nachgewiesen: Erste 
Anhaltspunkte auf eine antikarzinogene Wirkung beim Menschen zeigten sich bereits im 
Jahre 1987. Unter topischer Behandlung externer Läsionen von Tumoren der Mundhöhle, 
sowie von Vulva-, Mamma- und Hautkarzinomen mit Curcumin konnte eine erhebliche 
Linderung der Symptome Geruch, Jucken, Größe der Läsionen und Schmerzen beobachtet 
werden (Kuttan et al. 1987). In darauf folgenden Studien bewies Curcumin sowohl als 
Monotherapeutikum als auch in Kombination mit anderen Substanzen Potential für die 
Behandlung des Pankreas-, Prostata-, Mamma-, Lungen- und kolorektalen Karzinoms (Gupta 
et al. 2011). Die geringe Inzidenz des kolorektalen Karzinoms bei der indischen Bevölkerung 
soll nicht zuletzt auf den Zusatz von Curcumin in der Ernährung zurückzuführen sein 
(Mohandas und Desai 1999). Eine erste klinische Phase II-Studie an Patienten mit 
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom untersuchte die Wirkung einer oralen 
Curcuminbehandlung von 8 g täglich. Es konnte eine gute Verträglichkeit des Curcumins bei 
teilweiser Tumorregression festgestellt werden (Dhillon et al. 2008). 
Hinsichtlich einer potentiellen Wirkung von Curcumin auf humane Hirntumore ist bisher 
wenig bekannt. Erste in vitro Experimente mit der murinen Glioblastomzelllinie GL261, in 
denen Curcumin für Proliferation verantwortliche Proteine wie NF-κB, P-Akt1, VEGF und 
Cyclin D1 unterdrücken und damit den Zelltod initiieren konnte (Langone et al. 2014), geben 
Anlass für weiterführende Untersuchungen. 
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1.3.3 Der Einfluss von Curcumin auf das Glyoxalasesystem 
Curcumin beeinflusst neben einer Vielzahl anderer Zielstrukturen auch das Enzym Glo1. Liu 
et al. untersuchten die inhibitorische Wirkung sowohl von Curcumin als auch dessen 
Derivaten durch direkte Bindung an humane Glo1. Die in vitro Studien wiesen dabei eine 
Hemmung der Glo1-Aktivität bei Ki- Werten im Bereich 2,6-4,6 mM nach. Molekulare 
Analysen zeigten, dass die Enol-Form von Curcumin durch Sauerstoffatome der 
Carbonylgruppe mit dem Zn2+ des aktiven Zentrums der Glo1 reagiert und damit eine starke 
Wasserstoffbindung mit Lys156, Arg122 und Arg37 eingeht. Die Gruppe um Liu zeigte 
nachfolgend, dass neben der Enol- auch die Ketoform in der Lage sei, direkt an das aktive 
Zentrum der Glo1 zu binden. (Liu et al. 2010). 
Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe Birkenmeier belegten des Weiteren, dass durch den 
Einsatz von Curcumin die Proliferation von Tumorzellen über das Zielprotein Glo1 
signifikant gehemmt werden kann (Santel et al. 2008). Anhand von Prostata- (PC3) und 
Brusttumorzelllinien (MDA-MB-231, JIMT-1) sowie ersten Untersuchungen an der 
Hirntumorzelllinie 1321N1 wurde der konzentrationsabhängige Effekt des Curcumin unter 
anderem auf einen intrazellulären Abbau des Energieträgers ATP zurückgeführt. Da 
ansteigende Konzentrationen von MGO ähnlich wie zellulärer Mangel an ATP oder GSH 
Apoptose initiieren, verwunderte es nicht, dass auch Curcumin als Glo1-Inhibitor in den 
1321N1 Astrozytomzellen den Zelltod veranlassen konnte. Währenddessen wurden gesunde 
Hepatozyten selbst durch hochkonzentrierten Einsatz von Curcumin nicht beeinträchtigt 
(Santel et al. 2008). 
 
1.4 Her-2/neu 
Das Her-2/neu (human epidermal growth factor receptor 2, erb-B2, c-erbB2) Onkogen gehört 
zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren und kodiert ein 185 kDa großes 
Transmembranglykoprotein mit Tyrosinkinaseaktivität (p185neu). Das Her-2/neu Gen ist auf 
Chromosom 17q lokalisiert. Bereits im Jahre 1987 demonstrierten erste Untersuchungen, dass 
Überexpression der unveränderten HER2-Sequenz in 3T3-Fibroblasten mit zellulärer 
Transformation und Tumorgenese einhergeht (Hudziak et al. 1987). 
Da Her-2/neu in 15-20 % aller Mammakarzinome, der häufigsten Tumorentität bei Frauen in 
Deutschland, überexprimiert wird, besteht ein hohes klinisches Interesse an möglichen 
Therapieoptionen. Ein erhöhter Nachweis des Her-2/neu in Mammakarzinomzellen geht mit 
erhöhtem metastatischen Potential sowie Resistenz des Tumors gegenüber gängig 
eingesetzten Chemotherapeutika einher (Anderson und Ahmad 2002), was sich in einer 
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insgesamt schlechteren Überlebensprognose für diese Patientinnen niederschlägt. Des 
Weiteren wird Her-2/neu in einem Teil der Magenkarzinome vermehrt exprimiert. Es ist 
bekannt, dass Her-2/neu in normalen Zellen Signalwege zur Kontrolle von Zellwachstum, 
Differenzierung, Motilität und Adhäsion reguliert. So stimuliert Her-2/neu die 
Zellproliferation über den Ras-MAP-Kinase-Weg und hemmt die Apoptose über den mTOR-
Signalweg (Hudis 2006; Olayioye 2001). Weiterhin moduliert Her-2/neu andere das 
Zellwachstum beeinflussende Mediatoren wie VEGF, die Peptidase Urokinase, Plasminogen-
Aktivator sowie die entzündungsvermittelnde COX2. 
Zur spezifischen Krebstherapie ist bei positivem Rezeptorstatus der humanisierte Antikörper 
Trastuzumab, der gegen den extrazellulären Teil des Her-2-Rezeptors gerichtet ist, in 
Deutschland zugelassen (Huober et al. 2006). Dank dieser Antikörper-basierten 
Therapiemöglichkeit kann zwar für die Patientinnen ein signifikant verlängertes 
krankheitsfreies Überleben erreicht werden (HERA-Studie), dem gegenüber stehen jedoch 
damit verbundene kardiotoxische Nebenwirkungen und hohe Behandlungskosten (rund 
40.000 Euro jährlich) (Azambuja et al. 2014). 
Die Nachfrage nach einem potenten Inhibitor des Her-2/neu mit geringerem toxischen 
Nebenwirkungsprofil bleibt somit hoch. Erste Daten zeigen, dass Curcumin in der Lage ist, 
die Her-2/neu-Tyrosinkinaseaktivität zu hemmen sowie den Abbau des Onkoproteins 
signifikant zu steigern: So soll Curcumin die Bindung einer Ubiquitinligase mit Her-2/neu 
initiieren und somit Ubiquitinilierung und den intrazellulären Abbau induzieren (Jung et al. 
2007; Hong et al. 1999). Untersuchungen der Arbeitsgruppe Birkenmeier wurden mit der 
Brustkrebszelllinie JIMT-1 unternommen, welche Her-2/neu mRNA und Protein 
überexprimieren und resistent gegenüber einer Trastuzumab-Behandlung sind (Tanner et al. 
2004). Curcumin erreichte eine signifikante Verringerung der Proliferationsrate der JIMT-1-
Tumorzellen (Santel et al. 2008) und könnte so einen vielversprechenden Therapieansatz in 
der Behandlung von Her-2/neu positiven Tumorentitäten darstellen. 
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2 Ziele und Fragestellung 
 
Bis zum heutigen Zeitpunkt ist die physiologische Relevanz der Glyoxalase 1 nicht gänzlich 
geklärt. Der Glo1 soll unter anderen eine potentielle Rolle in der Tumorprogression, 
Metastasierung und in der Entwicklung von Medikamentenresistenzen zukommen. Unklar ist 
jedoch, ob die Glo1 daran nur über ihre katalytische Eigenschaft der Elimination von 
toxischem Methyglyoxal beteiligt ist oder per se regulatorische Eigenschaften aufweist. 
Diskutiert wird im Besonderen die Rolle der Glo1 in spezifischen Tumorarten: Während unter 
anderen in Pankreas- (Wang et al. 2012), Lungen- (Sakamoto et al. 2001) und 
Prostatakarzinom (Davidson et al. 2002) eine erhöhte Expression an Glo1 nachgewiesen 
werden konnte, zeigten andere Tumorentitäten beispielsweise im Urogenitaltrakt keine 
signifikanten Unterschiede zum korrespondierenden Ursprungsgewebe auf (Ayoub et al. 1993; 
Di Ilio et al. 1995). Hinsichtlich humaner Hirntumoren liegen bisher keine ausreichenden 
Daten vor. 
Erste Vorergebnisse deuten des Weiteren darauf hin, dass das Onkogen Her-2/neu, welches in 
vielen Mamma- und Magenkarzinomen überexprimiert ist, durch den Glo1-Inhibitor 
Curcumin gehemmt werden kann.  
Um die Glo1 zukünftig als potentiellen Angriffspunkt diagnostisch und therapeutisch nutzen 
zu können, sind noch weitere Untersuchungen hinsichtlich Expression und Regulation 
anzustreben.  
Die vorliegende Arbeit soll folgende Fragen beantworten: 
 Ist es möglich, einen sowohl sensitiven als auch spezifisch gerichteten monoklonalen 
Antikörper gegen die humane Isoform der Glo1 zu generieren? 
 Gibt es eine Assoziation zwischen dem Malignitätsgrad von Tumoren und der 
Expression der Glo1? 
 Inwieweit kann Curcumin als Inhibitor der Glo1 das Wachstum von Tumorzellen, 
insbesondere von Her-2/neu überexprimierenden Mammakarzinomzellen, beeinflussen? 
 Kann ein Tumormodell etabliert werden, in dem der Einfluss von Curcumin auf 
Tumorzellen in vivo untersucht werden kann? 
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Acrylamid 30 %    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Agar      BD Bioscience, Heidelberg 
Ammoniumpersulfat    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ammoniumsulfat    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Antibody Diluent     Dako Cytomatics, Dänemark 
Bromphenolblau-Natriumsalz  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
3-(cyclohexylamino)-1–Propansulfonsäure 
(CAPS)     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Coomassie Brilliant Blue R250  Serva, Heidelberg  
Crystal Violet     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Curcumin     Acros, Geel 
Diaminobenzidin (DAB)    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
DAB Substrate Chromogen System  Dako Cytomatics, Dänemark 
4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Dulbelcco's Modified Eagle's Medium  
(DMEM 4,5 g/l Glukose)   Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Doxycyclin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Dithiothreitol (DTT)    Boehringer, Mannheim 
DNase I, RNase-frei    Thermo Scientific, Braunschweig 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Eosin G-Lösung 0,5 %   Merck, Darmstadt 
Essigsäure     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Ethanol      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Eukitt      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Freundsches Adjuvans   Difco Laboratories, Detroit 
Glutaraldehyd     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Glutathion (GSH)    Boehringer, Mannheim 
Glycerol     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
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Glycin      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Glyoxalase 1(human)    Universität Leipzig, Institut für Biochemie 
Glyoxalase 1 (Hefe)     Universität Leipzig, Institut für Biochemie 
Glyoxalase 2 (human)   Universität Leipzig, Institut für Biochemie 
H2O2      Merck, Darmstadt 
H3PO4, (85 %)     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Hämalaun nach Mayer (Hämatoxylin) Merck, Darmstadt 
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin 
(HAT) Medium    Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- 
ethansulfonsäure (Hepes)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Hygromycin B    PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
KCl      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Fetales Kälberserum (FKS)   PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
LSAB2-HRP     Dako Cytomatics, Dänemark 
Magermilchpulver Instant   Töpfer, Allgäu     
Matrigelmatrix (wachstumsfaktorreduziert) BD Biosience, Heidelberg 
Mercaptophenol    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Methylglyoxal (MGO)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
MgCl2      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
NaCl      Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Na2CO3     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
NaH2PO4     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Opti-MEM      Gibco, Life Technologies GmbH. Darmstadt 
Paraformaldehyd     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Penicillin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Peroxidase Blocking Reagent  Dako Cytomatics, Dänemark 
Polyethylenglycol    SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Ponceau S     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Protease Inhibitor Cocktail   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Roswell Park Memorial Institute  
(RPMI)1640 Medium    Gibco, Life Technologies GmbH. Darmstadt 
Rinderserumalbumin    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS)   Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
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Serumfreies Medium (SF)   BD Biosience, Heidelberg 
Streptomycin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
SYBR-Green      Thermo Fisher Scientific, Braunschweig 
Target Retrieval Solution, High ph  Dako Cytomatics, Dänemark 
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin  
(TEMED)     Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Tetrazyklin     Riedel de Haen, Seelze 
Trichloressigsäure    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Tris (hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Triton X-100     Merck, Darmstadt  
Trypsin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Poly (oxy-1,2-ethandiyl)-Monododekan- 
säuresorbitylester (TWEEN) 20  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Xylol      Merck, Darmstadt 
Zeocin      Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Ziegenserum     PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
 
3.1.2 Geräte 
Elektrophoresekammer Mini-Protean II Cell Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Fluoreszenzmikroskop DM 5000 B   Leica Biosystems, Nußloch 
Kamera DeVision DBOX    Decon Science Tec GmbH, Hohengandern 
Lichtmikroskop, Neuropathologie   Leica Biosystems, Nußloch 
Mikroskop ID 03     Carl-Zeiss, Jena 
Mikroskop DM/IRBE    Leica Biosystems, Wetzlar Mini  
Transblot Electrophoretic Transfer   Bio-Rad Laboratories GmbH, München  
Neubauer-Zählkammer    Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Pipetten, verschiedene Größen   Eppendorf AG, Hamburg 
Real-time PCR-Cycler MxPro3000   Stratagene, USA 
Schlittenmikrotom     Leica Biosystems, Nußloch 
Specord 250-Photometer    Analytik Jena, Jena 
Spektrophotometer Sunrise Tecan GmbH, Crailsheim 
Stromgerät Power Pac 1000    Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Wasserbad      Julabo, Seelbach 
Zellkulturschrank     Heraeus, Hanau 
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Zentrifuge 3K12  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen 
Zentrifuge Rotina 46R     Hettich, Tuttlingen 
 
3.1.3 Verbrauchsmaterialien 
Hautantiseptikum Kodan Tinktur Forte  Schülke, Norderstedt 
Chirurgisches Skalpell    Braun Aesculap AG, Tuttlingen 
Eppendorfer Reaktionsgefäß    Eppendorf AG, Hamburg 
Küvette (Photometrie)    Sarstedt, Nümbrecht 
MaxiSorp NUNC     Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 
Nitrocellulose Transfermembran Schleicher &Schuell BioScience GmbH, 
Dassel 
Objektträger      Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 
Pasteurpipetten      Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Petrischale      Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Pipettenspitzen, verschiedene Größen  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Polykarbonat-Membran (Porengröße 8 µm) Schleicher &Schuell BioScience GmbH, 
für Boyden-Kammer     Dassel 
Sterile Kanüle      BD Mikrolance, Franklin Lakes, USA 
Zellkulturflaschen (75, 25 cm²)   Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Zellkulturröhrchen (15ml, 50ml)   Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Zellkulturtestplatten (6-,12-,24-,96-well)  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
 
3.1.4 Puffer und Lösungen 
Zellkultur: 
PBS (pH 7,4)      NaCl    150 mM 
       NaH2PO4    10 mM 
Karnowsky-Lösung     Paraformaldehyd  2,0 % 
       Glutaraldehyd   2,5 % 
       Natriumphosphatpuffer 0,1 M 
Lysepuffer (zytosolisch)    Hepes    10 MM 
       MgCl2    2 mM 
       KCl    15 mM 
       EDTA    0,1 mM 
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       ad 1 ml: 
       Glycerol    1 % (w/v) 
       Triton X-100    0,1 % 
       DTT    1 mMl 
       PMSF    1 mM 
       Protease Inhibitor Cocktail 0,3 % 
 
Bradford: 
Coomassie-Stammlösung    Coomassie Blau G-250  5 % (w/v) 
Coomassie-Färbelösung    Coomassie-Stammlösung 2 % (v/v) 
       Phosphorsäure  1,2 % (v/v) 
       Ammoniumsulfat  10 % (w/v) 
 
SDS-Elektrophorese: 
Elektrodenpuffer     Tris    25 mM 
        Glycin    182 mM
       SDS    0,1 % (w/v) 
Inkubationspuffer, reduziert (pH 6,8)   Tris    0,11 M 
       Glycerol    16 % (w/v) 
        SDS    1 % (w/v) 
       Bromphenolblau  0,01 % (w/v) 
       Mercaptophenol  10 % (v/v) 
Trenngelpuffer (pH 8,8)    Tris    1,5 M 
Trenngelstocklösung, 4 %    ddH2O    30,2 ml 
       Trenngelpuffer  12,5 ml 
       Acrylamid    6,8 ml 
       SDS    0,5 ml 
Trenngelstocklösung, 20 %    ddH2O    3 ml 
       Trenngelpuffer  12,5 ml 
       Acrylamid    34 ml 
       SDS    0,5 ml 
Sammelgelpuffer (pH 6,8)    Tris     0,5 M 
Sammelgelstocklösung    ddH2O    30,5 ml 
       Sammelgelpuffer  12,5 ml 
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       Acrylamid    6,5 ml 
       SDS    0,5 ml 
 
Westernblot: 
Stammlösung CAPS-Puffer, 10x konzentriert CAPS (pH 11)  100 mM 
Elektroblotting Puffer    Stammlösung CAPS-Puffer 100 ml 
       Methanol   100 ml 
       ddH2O    800 ml 
PBST       PBS 
       TWEEN 20   0,05 % 
Ponceau S- Färbelösung    Ponceau S   0,2 % 
       TCE     3 % 
 
Immunhistochemie: 
TBS (10x)      Tris    0,1 M 
       NaCl    1,5 M 
 
ELISA: 
Coating-Puffer     Natriumhydrogencarbonat 0,1 M 
 
3.1.5 Kits 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit   Thermo Scientific, Braunschweig 
RNeasy Mini Kit      Qiagen, Hilden 
siPORT-XP-1     Ambion, Darmstadt 
SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific, Braunschweig 




primäre AK:  
 monoklonaler Maus Anti-Glo1-AK (Klon 4C10), 1 mg/ml 
→1:1000 in PBST +3 % RSA 
 polyklonaler Kaninchen Anti-β-Actin-AK (Abcam, Cambridge), 0,1 mg/ml 
→1:1000 in PBST +3 % RSA 
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 monoklonaler Maus Anti C-erbB-2/HER-2/neu-AK (Quartett GmbH, Berlin) 
→1:2000 in PBST +3 % RSA 
 monoklonaler Kaninchen Anti-GAPDH XP-AK (Cell Signaling, Massachusetts) 
    →1:1000 in PBST +5 % Milchpulver 
 
sekundäre AK: 
 polyklonaler Ziege Anti-Maus-IgG HRP-AK (Dako Cytomatics, Dänemark) 
→1:1000 in PBST +3 % RSA 
 polyklonaler Ziege Anti-Kaninchen-IgG HRP-AK (Jackson Immunoresearch, Suffolk) 
→1:2000 in PBST +3 % RSA  
 
Fluoreszenzimmunhistochemie: 
primäre AK:   
 monoklonaler Maus Anti-Glo1-AK (Klon 4C10), 1 mg/ml in PBS 
    →1:50 in PBST +3 % RSA 
sekundäre AK: 




primäre AK:   
 monoklonaler Maus-Anti-Glo1-AK (Klon 4C10), 1 mg/ml in PBS 
→1:1000 in Antibody Diluent 
 polyklonaler Kaninchen Anti-GFAP-AK (Dako Cytomatics, Dänemark)  
 monoklonaler Maus Anti-humane Ki-67-AK (Dako Cytomatics, Dänemark) 
→ 1:100 in Antibody Diluent 
   
sekundäre AK: 
 biotinylierter Ziege Anti-Kaninchen-AK (Dako Cytomatics, Dänemark) 





1321N1  European Collection of Animal Cell Cultures; 86030102 
8-MG-BA   German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, ACC 
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DU 145  American Type Culture Collection, HTB-81 
LN 405  American Type Culture Collection, ACC 189 
LNCaP  American Type Culture Collection, CRL-1740  
MCF-7  American Type Culture Collection, HTB-22 
MDA-MB 231  American Type Culture Collection, HTB-26 
NIH-3T3  American Type Culture Collection, CRL-1658 
NIH-3T3 HER-2/neu  Felix Herrmann (Johannes Gutenberg Universität Mainz) 
PC3  American Type Culture Collection, CRL-1435 
SH-SY5Y  American Type Culture Collection, CRL-2266 
SP2/0-Ag14  American Type Culture Collection, CRL-1581 




3.2.1.1 Astrozytomzelllinie 1321N1 
Die humane Astrozytomzellinie 1321N1 wurde in Dulbelcco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM) inklusive 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin sowie 2 mM L-Glutamin in einer 
wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit 5 % Kohlendioxid bei 37 °C kultiviert. Die 1321N1 
Zellen wachsen adhärent und konnten von der Kulturflasche mittels 0,04 %Trypsin /0,03 % 
EDTA in 50 mmol PBS (pH 7,4) abgelöst werden. 
 
3.2.1.2 NIH-3T3 und NIH-3T3 HER-2/neu Zellen 
Die Maus-Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 und die Zelllinie NIH-3T3 HER-2/neu wurden in 
DMEM inklusive 10 % fetalem Rinderserum, 1 % Penicillin/Streptomycin sowie 2 mM L-
Glutamin bei 37 °C in wasserdampfgesättigter Atmosphäre unter 5 % Kohlendioxid kultiviert. 
Bei NIH-3T3 HER-2/neu handelte es sich um stabil transfizierte NIH-3T3 Zellen, die den 
Wachstumsfaktorrezeptor HER-2/neu (ERB2) überexprimieren können. Die NIH-3T3 Her-
2/neu Zelllinie nutzt dabei das TET-OFF-System, welches auf dem tetracycline-controlled 
transactivator protein, (tTA) basiert. Durch Kotransfektion der nativen NIH-3T3-Fibroblasten 
durch die Plasmide pUHD15-1, pTBC1 Hygro und pTBC HER2/SEAP (Anlage S4) kommt 
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es zur Expression des tTA auf dem pUHD15-1-Plasmid. tTA stimuliert daraufhin die 
Expression von HER-2/neu auf dem pTBC HER2/SEAP-Vektor sowie die Expression eines 
Hygromycin-Resistenzgens auf pTBC1 Hygro. Durch die Applikation von Tetrazyklin wird 
das tTA inaktiviert. Dies resultiert schließlich in der down-Regulation des HER-2 und zum 
Verlust der Hygromycinresistenz (Schiffer et al. 2003). 
Die Plasmidselektion wurde durch eine Resistenz auf das Antibiotikum Hygromycin B 
(0,25 %) gewährleistet. Die Expression des humanen Her-2/neu unterlag der Kontrolle eines 
auf das Antibiotikum Tetracyclin ansprechenden Proteins und konnte bei Zugabe von 
Anhydrotetracyclin (10 ng/ml) unter die Detektionsgrenze herunterreguliert werden. Für 
Experimente wurde auf eine Zellkultivierung mit Hygromycin B verzichtet. Bei adhärentem 
Wachstum wurden beide Zelllinien mittels 0,04 %Trypsin/0,03 % EDTA in 50 mmol/PBS 
(pH 7,4) von der Kulturflasche abgelöst. 
 
3.2.1.3 Weitere Zelllinien 
Die Zelllinien 8-MG-BA, LN 405, MDA-MB 231 und SH-SY5Y wurden standardmäßig in 
Dulbelcco's Modified Eagle's Medium (DMEM) mit 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin 
sowie 2 mM L-Glutamin in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit 5 % Kohlendioxid 
bei 37 °C kultiviert. Für LNCaP, DU 145, MCF-7, PC3 und THP1 Zellen wurde unter 
gleichen Bedingungen RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Medium inklusive 10 % FKS, 
1 % Penicillin/Streptomycin sowie 1 mM L-Glutamin verwendet. Die Hybridomzelllinie 
SP2/0-Ag14 wurde in DMEM mit 10 % FKS und 4 mM L-Glutamin kultiviert. 
 
3.2.1.4 Zellzahlbestimmung 
Zur Zellzahlbestimmung wurden die kultivierten Zellen, wie oben beschrieben, von der 
Kulturflasche abgelöst und in ein Zellkulturröhrchen überführt. Nach Zentrifugation der 
Zellen (5 min) bei 1100 rpm konnte der Überstand abgenommen und das Sediment in einem 
definierten Volumen an Kulturmedium resuspendiert werden. Die Auszählung der Zellen 
erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop. 
 
3.2.2 Herstellung von monoklonalen Antikörpern 
Die Herstellung des monoklonalen Antikörpers gegen humane Glo1 erfolgte durch die 
Hybridom-Technik, entwickelt von César Milstein und Georges Köhler (Köhler und Milstein 
1975), bei welcher antikörperproduzierende Zellen mit Myelomzellen fusioniert werden. Die 
Myelomzellen (SP2/0-Ag14) wurden in der logarithmischen Phase des Zellwachstums zur 
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Fusion verwendet. Dafür wurden sie jeden Tag auf frisches Medium (DMEM) umgesetzt, 
sodass die Vitalität der Zellen gewährleistet werden konnte. 
Die Generierung der antikörperproduzierenden Zellen erfolgte in BALBc-Mäusen. Diese 
Albinomäuse eignen sich beispielsweise zur Untersuchung von Infektionskrankheiten sowie 
zur Herstellung von monoklonalen Antikörpern. Die Haltung der Tiere und der Umgang 
wurden nach geltendem Tierversuchsrecht der EU durchgeführt. 
Zur Generierung der Antikörper erfolgte eine Immunisierung der Tiere mit dem Ziel-Antigen 
(humane Glo1, aufgereinigt aus humanen Erythrozyten mit > 90 % Reinheit nach Mannervik 
et al. 1982) durch intraperitoneale Injektion von 200 µl. Zur Verstärkung der Immunreaktion 
wurde für die Grundimmunisierung das komplette Freund’sche Adjuvans verwendet, während 
zur Boosterung (aller 4 Wochen) mit dem inkompletten Adjuvans gearbeitet wurde. Im 
zweiwöchigen Abstand erfolgte die Titerbestimmung gegen das Zielprotein im Serum mittels 
eines ELISAs. 
Bei Erreichen der Zieltiterkonzentration erfolgte die Gewinnung der 
antikörperproduzierenden Plasmazellen aus der Milz. Die Mäuse wurden dabei mittels 
Inhalation von CO2 finalisiert und die Milz steril entnommen. Danach wurde diese in 5 ml 
serumfreiem (SF) Medium kurzzeitig inkubiert und in eine sterile Petrischale ausgegossen. 
Anschließend wurde die Milz, welche circa 108 Zellen enthielt, mit einer sterilen Kanüle 
ausgedrückt, mehrmals mit einer Pipette aufgesogen und somit in Suspension gebracht. Zur 
Fusion wurden nun die Milzzellen (107 bis 108) mit gewaschenen SP2/0-Ag14 Myelomzellen 
etwa gleicher Anzahl in einem 50 ml Tube in 20 ml SF-Medium gemischt. Danach erfolgte 
eine Zentrifugation für 5 min bei 1000 rpm. Das entstandene Sediment wurde anschließend 
mit 1,5 ml vorgewärmtem Polyethylenglycol (PEG) für 1 min bei 37 °C im Wasserbad 
inkubiert. PEG bindet überschüssiges Wasser und sorgt für einen engen Kontakt mit 
spontaner Fusion der Zellmembranen untereinander. Danach erfolgte erneut eine kurze 
Zentrifugation bei 1000 rpm für eine Minute. Nach Entfernen des Überstandes wurde SF-
Medium schrittweise bis auf ein Volumen von 20 ml hinzugegeben und erneut 5 min bei 1000 
rpm zentrifugiert. Das nun entstandene Sediment wurde mit HAT-Medium (circa 70 ml) in 
Suspension gebracht. HAT-Medium enthält Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin und 
diente zur Selektion der Hybridomzellen. Hypoxanthin als Ausgangsstoff des 
Bergungsstoffwechsels der Purinsynthese wird durch die Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase umgesetzt. Dieses Enzym war jedoch nicht in den SP2/0-Ag14 
Zellen, sondern nur in Milzzellen exprimiert. Da die Milzzellen nicht immortalisiert waren, 
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starben sie nach kurzer Zeit ab, während erfolgreich fusionierte Hybridomzellen selektiert 
wurden. Aminopterin diente der Blockierung der de-novo-Purinsynthese. 
Die Aussaat erfolgte dann zu je 150 µl in 96-Well Zellkulturplatten. Die weitere Selektion 
bezüglich entsprechender Antikörperproduktion wurde mittels ELISA durchgeführt. 
 
3.2.3 Erzeugung einer stabilen Glo1-knockdown Zelllinie 
Die RNA-Interferenz (RNAi) ist eine Methode, die Expression eines Zielproteins auf mRNA 
Ebene sequenzspezifisch zu regulieren. RNAi ist dabei ein posttranskriptionell ansetzender 
Mechanismus, der entweder durch chemisch synthetisierte doppelsträngige siRNA (small 
interfering RNA) oder durch Vektor basierte short haipin RNA (shRNA) realisiert wird. Das 
Einbringen von genetischem Material in die Zelle kann mittels verschiedener chemischer oder 
physikalischer Verfahren erreicht werden. Bei der Lipofektion kann mit Hilfe von Liposomen 
genetisches Material (RNA oder Plasmid-DNA) über die Zellmembran transportiert werden. 
Die auf dem Plasmid eingebrachte shRNA wird im Zellkern transkribiert, weiter prozessiert 
und in das Zytoplasma der Zelle transportiert. Dort wird die pre-shRNA im 
Dicer/TRBP/PACT-Komplex in die reife shRNA umgebaut. An den 3’ Enden weisen diese 
Überhänge auf. Die reife shRNA wird in den RNA-induced silencing complex (RISC) 
aufgenommen. In der Effektorphase kommt es zur Spaltung der Ziel-mRNA, komplementär 
zu den shRNAs, und somit zur Genstilllegung. Durch Entwindung und Spaltung wird die 
Ziel-mRNA auf Grund ihrer jetzt ungeschützten Enden rasch von intrazellulären Nukleasen 
abgebaut. Anderseits kann es zum Sequestrierung der Ziel-mRNA in processing bodies 
kommen (Elbashir et al. 2001; Rao et al. 2009). 
Für die Transfektion der Zelllinie 1321N1 wurden 100.000 Zellen/Well in eine 6-Well 
Zellkulturtestplatte in 2 ml Standardkulturmedium ausgesät und über Nacht kultiviert. Am 
darauf folgenden Tag wurde dann bei 80-90 % Konfluenz des Zellrasens in den Wells eine 
stabile Transfektion mittels siPORT-XP-1 in einem siPORT/DNA Verhältnis von 3:1 laut 
Herstellerprotokoll vorgenommen. Dazu wurden jeweils 3 µl siPORT-XP-1 und 100 µl 
Serum-reduziertes OptiMem-Kulturmedium in den Wells in einer 96-Well-Zellkulturplatte für 
20 min bei RT inkubiert. Nachdem 1 µg Plasmid-DNA hinzugefügt wurde, schloss sich eine 
weitere 20-minütige Inkubation an. Dieser Komplex wurde anschließend in die mit Zellen 
vorbereiteten 6-Well-Zellkulturplatten überführt und für 24 h kultiviert. Zur Transfektion 
wurde das Plasmid pTER-EGFP eingesetzt (van de Wetering, Marc et al. 2003), welcher die 
Oligonukleotide der shRNA zum knockdown der Glo1 enthielt (freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von PD Dr. Marina Bigl, Allgemeine Biochemie, Universität Leipzig). Die 
38 
 
Nukleotidsequenzen der shRNA sind in Tabelle S1 zu finden. Weiterhin beinhaltet der pTER-
EGFP Vektor neben einer Fluoreszenzmarkierung durch EGFP eine Antibiotikaresistenz 
gegenüber Zeocin. Zum Erzeugen einer stabilen transfizierten Zelllinie musste daher das 
Kulturmedium mit Zeocin in einer Konzentration von 62 µg/ml für 5 bis 16 Tage versetzt 
werden. Nach ca. 24 bis 72 h waren mittels Fluoreszenzmikroskopie Transfektionsraten von 
ca. 40 % zu beobachten. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden die transfizierten 
1321N1 Zellen quantitativ hinsichtlich ihrer Glo1-Expression auf mRNA- und Proteinebene 
untersucht. 
 
3.2.4 Methoden zur Charakterisierung der Zelllinien 
3.2.4.1 Bestimmung von Proliferation und Vitalität 
Zur Bestimmung von Zellproliferation bzw. Zellvitalität wurde der WST-1 Assay (water 
soluble tetrazolium) zum Nachweis einer intakten Atmungskette in den Zellen genutzt. Dabei 
wird das im Assay eingesetzte Tetrazoliumsalz (Natriumsalz von 4-[3-(4iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) durch zelluläre Enzyme der 
Atmungskette gespalten. Das als Endprodukt entstehende rote Formazan zieht einen 
Farbumschlag nach sich, der mittels Photometer bei einer Wellenlänge von 440 nm gemessen 
werden kann. Abhängig von der Höhe der ermittelten Extinktion kann auf die Anzahl der 
lebenden Zellen bzw. die Aktivität der Atmungskette geschlossen werden. 
Die Durchführung des WST-1 Assays erfolgte gemäß dem Protokoll des Herstellers. Die 
adhärent wachsenden Zellen wurden in eine 96-Well-Zellkulturplatte ausgesät 
(5x103 Zellen/Well in 100 µl Standardkulturmedium), um am folgenden Tag gegebenenfalls 
mit entsprechenden Testsubstanzen behandelt zu werden. Nach der gewünschten 
Inkubationszeit wurden die Ansätze mit der WST-1-Reaktionslösung versetzt und für 60 bis 
120 min inkubiert. Mittels Spektrophotometer  konnte der Farbumschlag bei 440 nm 
gemessen bzw. in den einzelnen Ansätzen verglichen werden. Etwaige unspezifische 
Nebeneffekte wurden durch das Mitführen einer Negativkontrolle ohne Zellen erfasst und in 
die Ergebnisauswertung einbezogen. 
 
3.2.4.2 Migrations- und Invasionsassay 
Zu den allgemeinen Malignitätskriterien von Tumorgeweben zählen neben einer gesteigerten 
Proliferationsrate auch die erhöhte Fähigkeit der Tumorzellen zur Migration (Bewegung 
durch den Extrazellularraum) und Invasion (Migration einschließlich Passage einer Barriere). 
Um Migration und Invasion zu evaluieren, kann die Zellbewegung in einer sogenannten 
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Boyden-Kammer untersucht und gegebenenfalls mit Hilfe bestimmter antiproliferativer 
Substanzen beeinflusst werden. Die Boyden-Kammer wurde von Stephen Boyden an der 
Australian National University in Canberra entwickelt (Boyden 1962). 
Dafür wurden 24-Well-Zellkulturplatten genutzt, welche durch eine Polykarbonatmembran 
mit Poren in der Größe von 8 µm in zwei Bereiche aufgetrennt waren. Das untere 
Kompartiment wurde mit Standardkulturmedium gefüllt, während im oberen Bereich des 
Wells die zu testenden Zellen (4x104 in 100 µl DMEM, 0,5 % FKS) ausgesät waren. Für den 
Invasionsassay war die Polykarbonatmembran zusätzlich mit einer Matrigelmatrix 
(Wachstumsfaktor-reduziert) beschichtet worden. Etwaige zu testende Substanzen konnten 
hinzugefügt werden. Die Zellen in der Boyden-Kammer wurden für 6 h (Migration) bzw. für 
42 h (Invasion) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mittels Karnowski-Lösung fixiert 
und mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt. 
 
3.2.4.3 Koloniebildung als zweidimensionales Tumormodel 
Eine weitere Möglichkeit zur Beurteilung von Tumorzellen stellt ein zweidimensionales 
Wachstumsmodell dar, in welchem die Formation von Zellkolonien innerhalb einer Agar-
beschichteten Zellkulturplatte untersucht wird. Dazu wurden 6-Well-Zellkulturplatten mit 
1,5 ml Agar (0,6 %) in 2x DMEM/FKS (20 %) überzogen. Die zu untersuchenden Zellen 
(8×105/Well) wurden in Agar (0,4 %) und 2× DMEM/FKS (20 %) als weitere Schicht 
oberhalb der 0,6 % Agarmatrix aufgetragen. Etwaige Testsubstanzen konnten in diese obere 
Zellschicht hinzugefügt werden. Die Zellkulturen wurden nun für 14 Tage im 
Zellkulturschrank inkubiert und täglich mit 100 µl DMEM/FKS (10 % FKS) pro Well 
beschichtet. Nach erfolgter Inkubationszeit erfolgte eine Färbung der Zellkulturplatten mit 
0,5 ml Crystal Violet (0,005 %). Als Kolonien wurden Zellverbände mit mehr als 20 Zellen 
gezählt. 
 
3.2.4.4 Sphäroid-Bildung als dreidimensionales Tumormodel 
Als dreidimensionales Modell für Zellwachstum kann die Bildung von Sphäroiden beobachtet 
werden. Dafür wurden Zellen (5x106) mit 10 ml Standardkulturmedium in 50 ml 
Zellkulturröhrchen eingebracht und kontinuierlich einer Rotation von 5 rpm für zwei bis drei 
Wochen ausgesetzt. Bei täglichem Wechsel des Mediums erfolgte die Kultivierung der Zellen 
bei einer Temperatur von 37 °C sowie einer CO2-Konzentration von 5 %. Die Größe der 
Sphäroide wurde aus dem Mittelwert zweier orthogonaler Durchmesser ermittelt. 
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3.2.5 Nachweise und Aktivitätsbestimmungen 
3.2.5.1 Enzymaktivitätsbestimmung der Glyoxalase 1  
Die Aktivitätsmessung der Glo1 kann durch den Nachweis der Bildung von S-D-
Lactylglutathion als katalytischen Prozess des Enzyms erfolgen. Die Bildung dieses 
Intermediates korreliert dabei mit der steigenden Absorption bei 240 nm Wellenlänge. 
Vor der eigentlichen Enzymaktivitätsbestimmung wurden Zellen in einer Zellkulturflasche bis 
zur 90%igen Konfluenz kultiviert und mit sterilem PBS gewaschen. Auf Eis wurden die 
Zellen mit Lysepuffer (pH 7,8, Proteaseinhibitoren frisch dazugegeben) inkubiert und mittels 
Zellschaber abgelöst. Nach einer 15-minütigen Zentrifugation konnte der zytosolische 
Überstand abgenommen werden und die spezifische Glo1-Aktivität im Lysat bestimmt 
werden. Vor jeder Messung wurde eine Eichung des Specord 250-Photometers gegen den 
Leerwert (ddH2O) vorgenommen. Für die Aktivitätsmessung wurden zwei Küvetten mit 
890 µl Phosphatpuffer (50 mM, pH 7, 25° C), 50 µl GSH (40 mM) und 50 µl MGO (40 mM) 
befüllt. Während in die eine Küvette weitere 10 µl Phosphatpuffer (50 mM) gegeben wurden, 
wurde die zweite Küvette zur Aktivitätsmessung mit 10 µl eines zytosolischen Zellextrakts 
vervollständigt. 





Extinktionskoeffizient (ɛ) = 2,86 cm²*min/µmol 
KV    = Küvettenvolumen 
D    = Schichtdicke 
PV    = Probenvolumen 
VF    = Verdünnungsfaktor   
 
3.2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford  
Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration in den zytosolischen Zellextrakten wurde die 
Methode nach Bradford genutzt (Bradford 1976). 
Zur Herstellung von Proteinextrakten wurden die zu untersuchenden Zellen in einer 75 cm2 
Zellkulturflasche bis zu einer 90%igen Konfluenz kultiviert und zweimal mit steriler PBS-
Lösung gewaschen. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten auf Eis gekühlt. 0,5 ml des oben 
beschriebenen Lysepuffers (pH 7,8, Proteaseinhibitoren frisch dazugegeben) wurden direkt in 
die Zellkulturflasche gegeben und die adhärenten Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst. 
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Der nach einer Zentrifugation bei 4 °C für 15 min gewonnene Überstand stellte den 
zytosolischen Rohextrakt dar und konnte für weiterführende Untersuchungen genutzt werden.  
Grundlage der Bradford-Untersuchung ist eine Komplexbildung der zu bestimmenden 
Proteine mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue. Mittels einer parallel dazu erstellten 
Eichkurve mit Rinderserumalbumin (Standardmessungen mit 3, 6, 9, 12 und 15 μg RSA pro 
100 μl Natriumphosphatpuffer) wurde die Proteinbestimmung in den Proben ermöglicht. Die 
zytosolischen Rohextrakte wurden vor der Messung mit Natriumphosphatpuffer (50 mM) 
verdünnt und anschließend mit 2 ml der Bradfordreagenzlösung für 5 min bei RT inkubiert. 
Danach erfolgte die photometrische Messung der gebildeten Komplexe bei 595 nm gegen 
einen Leerwert von 100 µl H2O und 2 ml derselben Bradford-Lösung. 
 
3.2.5.3 SDS-Polyacrylamidgelelektophorese (reduziert, diskontinuierlich) 
Zelllysate und andere Proteingemische können mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) der Proteingröße gemäß aufgetrennt werden. 
Aufgrund der unterschiedlichen elektrischen Ladung von Proteinen, hervorgerufen durch die 
Polarität der Aminosäuren, weisen diese unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten 
sowie -richtungen im elektrischen Feld auf. Als Trennmedium wird dabei ein Gel auf 
Polyacrylamidbasis genutzt. Bei der SDS-PAGE werden die Proteingemische mit dem 
anionischen Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt, welches die Zerstörung der 
Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine nach sich zieht. Es bilden sich Protein-
SDS-Komplexe, welche gleiche Ladung/Masseverhältnis aufweisen. Das heißt, dass die 
Proteine eine konstant negative Ladungsverteilung aufweisen und die Wanderung des 
Proteins im elektrischen Feld nicht mehr von der Ladung der Proteinuntereinheit, sondern nur 
noch von der Proteingröße, abhängig ist. Bei nun negativer Ladung aller Proteine wandern 
diese ausschließlich zur Katode. Durch Erhitzen der Proben auf 95 °C für 5 min und Zugabe 
von 10 % Mercaptoethanol werden unter reduzierten Bedingungen zusätzlich 
Disulfidbrückenbindungen der Proteine gespalten. 
Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese wurden zwei verschiedene Gele (Sammelgel, 
Trenngel) mit unterschiedlicher Porengröße sowie verschiedene Puffer (Sammel-, Trenn- und 
Elektrodenpuffer) mit unterschiedlichen pH-Werten verwendet. Vorteil dieser Methode war 
die schärfere Auftrennung der Proteingemische. 
Gemäß dem Protokoll von (Laemmli 1970) wurde in einem ersten Schritt ein 
Gradiententrenngel auf Acrylamidbasis angefertigt, indem jeweils 1,9 ml aus den oben 
genannten Trenngelstocklösungen (4 % und 20 %) mit 2,5 µl TEMED und 10 µl 
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Ammoniumpersulfat (APS) versetzt wurden. Nach einer einstündigen Inkubation wurde das 
Sammelgel (2 ml Sammelgelstocklösung, 2,5 µl TEMED und 20 µl APS) auf das bereits 
polymerisierte Trenngel gegossen. Zum Auftragen der Proben wurden mittels eines Kammes 
entsprechende Kammern im Gel geformt, in welche die im Verhältnis 1:2 mit 
Inkubationspuffer bei 95 °C für 5 min erhitzten Proben aufgetragen wurden. 
Die Laufkammer der Apparatur wurde mit Elektrodenpuffer gefüllt und die Elektrophorese 
bei einer konstanten Spannung von 200 Volt durchgeführt. 
Es schloss sich die Färbung und Fixierung von SDS-PAGE-Gelen für 10 min in Coomassie 
Brillant Blue-Färbelösung mit darauffolgendem Entfärben in 10 % Essigsäure für 60 min an. 
 
3.2.5.4 Westernblot  
Bei der Methode des Westernblots werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem 
Trenngel auf einen geeigneten Träger, z.B. Nitrocellulose, übertragen. Die Bindung der 
Proteine an Nitrocellulose erfolgt über hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoff-
Brücken. Das durch die Elektrophorese entstandene Trennmuster der Proteine bleibt nach der 
Übertragung erhalten. Ebenfalls kann unter bestimmten Bedingungen sowohl die 
Immunreaktivität als auch die funktionelle Aktivität der Proteine erhalten werden. Dies macht 
man sich für die quantitativen und qualitativen Bestimmungen einzelner Proteine in einem 
Proteingemisch sowie für deren Identifikation zu Nutze. 
Zur Übertragung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-
Transfermembran wurden Elektrophoresegel, Filterpapiere und Transfermembran im 
Elektroblottingpuffer äquilibriert und in den mit Elektroblottingpuffer gefüllten Tank nach 
Herstellerprotokoll eingesetzt. Die Übertragung der Proteine erfolgte bei 60 Volt über 1 h bei 
einer Temperatur von 4 °C. 
Anschließend konnte mittels Ponceau S-Färbelösung der Erfolg der Blottings kontrolliert 
werden und eine Markierung entsprechender Banden vorgenommen werden. Einer 
einstündigen Blockierung der freien unspezifischen Proteinbindungsstellen der Membran bei 
RT in PBS mit 5 % Magermilchpulver schloss sich die Inkubation mit dem primären 
Antikörper an. Diese erfolgte über Nacht bei 4 °C in einer Lösung mit 3 % RSA/ PBST oder 
1 % Magermilchpulver/PBST. Nach Inkubation mit dem primären Antikörper wurde die 
Transfermembran dreimal für 5 min in PBST gewaschen, bevor diese 1 h bei RT mit einem 
spezifischen sekundären Antikörper (Peroxidase gekoppelt) in gleicher Lösung inkubiert 
wurde. Die Konzentrationen der hierfür eingesetzten primären und sekundären Antikörper 
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sind in Abschnitt 3.1.6 zusammengefasst. Die Housekeeping-Proteine ß-Aktin und GAPDH 
wurden zum Nachweis gleicher Proteinlevel in jedem Experiment detektiert. 
Nach weiteren drei Waschschritten erfolgte die Detektion der Proteine mittels Peroxidase-
Reaktion (POD) durch 5 bis 20-minütiger Färbung der Membran mit Diaminobenzidin (DAB, 
0,5 %), 20 ml PBS und 10 µl H2O2 (30 %) oder mit Hilfe der Chemilumineszenzreaktion. Zur 
Dokumentation des Ergebnisses wurden Fotos angefertigt werden. 
 
3.2.5.5 Fluoreszenz-Immunhistochemie 
Für die Fluoreszenz-Immunhistochemie wurden 1321N1 Astrozytomzellen auf Objektträger 
ausgesetzt und in 2 % Paraformaldehyd fixiert. Um unspezifische Reaktionen zu vermindern, 
wurden die Objektträger in 5 % Ziegenserum in TBS plus 0,3 % Triton X-100 für 1 h bei RT 
geblockt. Nach einem Waschvorgang mit TBS inklusive 0,1 % Triton X-100 zur 
Permeabilisierung der Zellmembranen wurden die Proben mit dem Anti-Glo1-Antikörper 
(Klon 4C10, 1mg/ml, 1:50) bei 4°C über Nacht inkubiert. Erneutem Waschen mit TBS 
inklusive 0,1 % Triton X-100 folgte schließlich die Inkubation mit einem Alexa 48 - 
gekoppelten Anti-Maus-Antikörper (2 mg/ml, 1:100) für 1 h bei RT. Zur Färbung des 
Zellkernes wurde DAPI (4’,6-Diamidine-2-phenylindol, 1 µg/ml in TBS) für 20 min bei RT 
eingesetzt. 
 
3.2.5.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Die Bestimmung der Bindungseigenschaften des Anti-Glo1-Antikörpers (Klon 4C10) erfolgte 
mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Dazu wurden entsprechende 
Testplatten (96 Well NUNC MaxiSorp Platten) mit Glo1 (2 µg/ml in Coatingpuffer) über 
Nacht bei 4 °C beschichtet. Anschließend wurde die Testplatte dreimal für jeweils 5 min mit 
PBST gewaschen und mit verschiedenen Konzentrationen des Anti-Glo1-Antikörpers (0-2,5 
µg/ml des Klons 4C10) für 1 h bei RT inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit 
PBST wurde ein sekundärer Peroxidase-gekoppelter Antikörper (polyklonaler Ziege Anti-
Maus-IgG HRP-AK) bei RT in die Wells der Testplatte aufgebracht, eine weitere Stunde 
inkubiert und erneut mit PBST gewaschen. Zum Nachweis wurde die Peroxidasereaktion 
genutzt: In Anwesenheit von H2O2 katalysiert die Peroxidase die Oxidation des nahezu 
farblosen o-Phenylendiamin (OPD) in ein orangegelbes Produkt mit einem 
Absorptionsmaximum bei 420 nm Wellenlänge. Nach Substratentwicklung für 15 min bei RT 





3.2.5.7 RNA-Isolierung und real-time Polymerase-Kettenreaktion 
Zur quantitativen Untersuchung von mRNA-Transkripten erfolgte die Isolierung der RNA aus 
der zu untersuchenden Zelllinie mit nachfolgender reverser Transkription in die 
komplementäre DNA-Sequenz (cDNA) und Amplifikation in der real-time 
Polymerasekettenreaktion (PCR). Im Gegensatz zur konventionellen PCR mit anschließender 
Gelelektrophorese erfolgt bei der real-time PCR die Detektion während der Amplifikation. 
Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green lagert sich an die doppelsträngige DNA 
an. Nach jedem Zyklus wird ein Fluoreszenzsignal emittiert und gemessen. Die Intensität ist 
proportional der Menge des gebildeten amplifizierten Produkts. 
Dazu wurde aus entsprechend behandelten Astrozytomzellen mit Hilfe des RNeasy Mini Kits 
eine Isolierung der RNA vorgenommen. Die RNA aus lysierten und homogenisierten Zellen 
wurde über eine Silicamembran aufgereinigt und isoliert. 
Nachfolgend wurde RNA in cDNA mit Hilfe des RevertAid RT Reverse Transcription Kits 
umgeschrieben. Die eingesetzte reverse Transkriptase verfügt über enzymatische Aktivität bei 
42-50° C und eignet sich für die Synthese von cDNA einer Länge von bis zu 13 kb. Nach 
Entfernung von DNA-Resten aus den Proben mittels Inkubation mit DNase I wurden 1 µg 
RNA mit Oligo(dT) Primern, Reaktionspuffer, RiboLock RNase Inhibitor, dNTPs und der 
RevertAid M-MuLV reversen Transkriptase vermischt und bei 42 °C für 60 min inkubiert. 
Erhitzen der Proben auf 70 °C für 5 min beendete die Reaktion.  
Zur Quantifizierung der Nukleinsäuren wurde die Echtzeit-qPCR (Higuchi et al. 1993) 
eingesetzt. Aufgrund eines besseren Signal-Hintergrund-Verhältnisses wurde anstelle von 
Ethidiumbromid der Fluoreszenz-Farbstoff SYBR-Green eingesetzt, welcher zufällig 
interkaliert und im ultravioletten Licht angeregt werden kann. Die Anzahl der interkalierten 
SYBR-Green-dsDNA-Moleküle entspricht der in der Probe enthaltenen doppelsträngigen 
DNA und erhöht sich mit jedem PCR-Zyklus. Der CT-Wert (cycle threshold) beschreibt den 
Schwellenwert-Zyklus, bei welchem sich das Fluoreszenzsignal erstmals deutlich vom 
Hintergrund abhebt und den Beginn der exponentiellen Phase der Vervielfältigung anzeigt. 
Ab diesem Punkt korreliert das Fluoreszenzsignal mit der Produktmenge. Der 
Reaktionsansatz beinhaltete 3 µl cDNA, 12,5 µl SYBR-Green Supermix, je 1,5 µl Primer (10 
µM) und 6,5 µl ddH2O. Primer wurden mit Hilfe des NCBI-Blast designed und sind in 
Tabelle S3 im Anhang aufgeführt. Die real-time PCR wurde unter den folgenden 
Reaktionsbedingungen durchgeführt: 50 °C für 2 min, 95 °C für 2 min, 50 Zyklen jeweils 
95 °C für 15 s, 60 °C für 30 s, 95 °C für 30 s, 25 °C für 30 s. Nach der PCR schloss sich eine 
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Schmelzkurvenanalyse an, welche die Fragmentlänge des PCR-Produkts und so die Spezifität 
der PCR bestätigen konnte. Dabei wurde die DNA kontinuierlich aufgeschmolzen, bis bei 
einer für das Fragment spezifischen Schmelztemperatur der Doppelstrang in zwei 
Einzelstränge denaturiert und SYBR-Green frei wurde. Dies ging mit einer Änderung des 
Fluoreszenzsignals einher. GAPDH als housekeeping-Gen zeigte als Referenz eine ähnliche 
Amplifikationseffektivität wie Glo1. Zur Auswertung der Daten wurde die 2-ΔΔCT 
Transformation verwendet. Dabei wurde die Expression des Zielgens (Glo1) auf die 
Expression des konstant regulierten housekeeping-Gens (GAPDH) nivelliert. ΔΔCT entsprach 
der Differenz der CT-Werte in nativen Astrozytomzellen und Glo1-knockdown Zellen. Der 
Expressionsunterschied zwischen beiden Gruppen (ΔΔCT) wurde zur Basis 2 als 2-ΔΔCT 
berechnet (Livak und Schmittgen 2001). 
 
3.2.6 Färbung und Immunhistochemie von humanen Gehirntumoren 
3.2.6.1 Gehirntumorgewebe 
Zur Evaluierung der Glyoxalaseexpression in humanen Hirntumoren wurden Paraffinschnitte 
aus dem Archiv der Abteilung Neuropathologie der Universität Leipzig untersucht. Unter den 
insgesamt 39 Fällen aus den Jahren 2005 und 2006 befanden sich ein pilozytisches 
Astrozytom (Grad I), jeweils fünf Astrozytome (Grad II und III), drei Oligodendrogliome/ 
Oligoastrozytome und 25 Glioblastome (Grad IV). Dabei entsprachen neun der 25 
Gliblastome Rezidivtumoren, die zwischen vier und 12 Monate nach Erstoperation und 
Radiochemotherapie entstanden waren. Alle Tumore wurden von zwei Neuropathologen auf 
der Basis von konventionellen (HE, Masson, PAP, Kresylviolett) und immunhistochemisch 
gefärbten Gewebeschnitten diagnostiziert und eingeteilt. 
 
3.2.6.2 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung von Paraffinschnitten 
Für die lichtmikroskopische Beurteilung von humanen Gehirntumoren wurden 3 bis 5 µm 
dicke Paraffinschnitte, aufgearbeitet durch ein Schlittenmikrotom, auf Objektträger gezogen 
und bei einer Temperatur von 60 °C für 1,5 h getrocknet. Danach wurden die Schnitte mittels 
Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 95 %, 75 % Ethanol) 
entwässert, um die Färbung der Präparate mit Hämatoxylin und Eosin unter Verwendung von 
saurem Hämalaun nach Mayer (1920) vorzunehmen. Anschließend konnten die Präparate 
nach Entwässerung mit aufsteigender Alkoholreihe (75 %, 95 %, 100 % Ethanol) mittels 





Vor der eigentlichen immunhistochemischen Färbemethode war es notwendig, die 
Paraffinschnitte mit Xylol zu entparaffinieren sowie in einer absteigenden Alkoholreihe zu 
entwässern. Zum Blockieren unspezifischer Bindungen erfolgte eine 10-minütige Inkubation 
in 3,5 % Magermilchpulver/PBS. Zwischen allen weiteren Arbeitsschritten erfolgte jeweils 
ein Spülen der Schnitte mit PBS. Um unspezifische Färbungen aufgrund endogener 
Peroxidase- und Pseudoperoxidaseaktivitat zu unterdrücken, schloss sich ein sogenannter 
Peroxidase-Block an, für den das Peroxidase Blocking Reagent für 10 min bei RT eingesetzt 
wurde. Dieser Block erfolgte wie alle weiteren Schritte in einer feuchten Kammer, um 
eventuelles Austrocknen der Gewebeproben zu verhindern. Anschließend wurde der primäre 
Antikörper aufgetragen, wobei die Inkubationszeiten für die einzelnen Antikörper variierten 
und zwischen 30 (für Anti-GFAP-Antikörper bzw. Anti-Ki67-Antikörper) und 60 min (für 
Anti-Glo1-Antikörper) betrugen. Zum Nachweis proliferierender Zellen wurde das Protein 
Ki67, welches in der S-Phase, der G2-Phase und der frühen M-Phase der Mitose exprimiert 
wird, in den Gehirntumorpräparaten mittels Antikörperreaktion detektiert. Dafür war eine 
besondere Vorbehandlung zur Antigendemaskierung der Präparate notwendig: Die Schnitte 
wurden dafür bereits vor der Blockierung mit 3,5 % Magermilchpulver/ PBS mit Target 
Retrieval Solution (1:10) versetzt und in einer Mikrowelle bei 720 Watt für 15 min erhitzt. 
Für die Inkubation des sekundären Antikörpers (20 min bei RT) wurde das LSAB2 System- 
HRP verwendet. Es handelte sich dabei um einen biotinylierten sekundären Antiköper, der 
einen Komplex mit Peroxidase-konjugierten Streptavidin Molekülen eingeht. Die 
Nachweisreaktion erfolgte somit Peroxidase-gekoppelt. Der Inkubation des biotinylierten 
Antikörpers schloss sich nach erneutem Waschen mit PBS die Inkubation mit Streptavidin-
HRP unter gleichen Bedingungen an. Schließlich wurde zur Detektion eine Färbung mit DAB 
für 5 min unter RT genutzt. Die Proben wurden zur stärkeren Kontrastierung mit Hämalaun 
nach Mayer gegengefärbt und durch eine 10-minütige Spülung unter fließendem 
Leitungswasser gebläut. Nach Entwässerung mittels aufsteigender Alkoholreihe wurden die 
Proben mit Eukitt und Deckgläschen versehen. 
 
3.2.7 In vivo Experimente  
3.2.7.1 CD-1 nude Mäuse 
Alle Tierexperimente wurden nach geltendem Tierversuchsrecht der EU mit der 
Tierantragsnummer TVV 11/13 (Universität Leipzig) durchgeführt. Hierbei wurden 6-8 
Wochen alte CD-1 nude Mäuse verwendet, die sich dadurch auszeichnen, haarlos zu sein und 
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eine Thymusaplasie aufzuweisen. Aufgrund dessen ist die thymusabhängige Reifung von T-
Lymphozyten in diesen Mäusen nicht möglich und resultiert in einer eingeschränkten 
Immunreaktion. Die damit verbundene Toleranz gegenüber Allo- und Xenotransplanten kann 
für Forschungszwecke beispielsweise für die Implantation von Tumoren genutzt werden. Die 
Tiere wurden in einer keimarmen Umgebung bei 22 °C und 50 % relativer Luftfeuchtigkeit 
gehalten. 
 
3.2.7.2 In vivo Tumormodell 
Zur Erzeugung eines in vivo Tumormodells wurden NIH-3T3 Her-2/neu-Zellen (1x107 Zellen 
in einem Volumen von 100 µl PBS) subkutan in die Flanken der oben genannten Mäuse 
injiziert. Dazu erfolgten dreimalige Hautdesinfektionen mit alkoholhaltigem Antiseptikum 
und die sterile subkutane Injektion des Tumormaterials mittels einer Kanüle in die seitliche 
Bauchregion. Lokale Blutungen wurden durch Kompression mit einer sterilen Kompresse 
gestillt, die Verwendung von Nahtmaterial oder Wundklammern war nicht notwendig. Die 
erzeugte Wunde wurde nach erneuter Desinfektion mit einem Wundschnellverband versorgt. 
Eine prophylaktische antimikrobielle Therapie wurde nicht vorgenommen, eine Inspektion 
der Wundverhältnisse erfolgte täglich nach der Operation. 
Ein deutlich sichtbarer Tumor konnte nach ca. 11 Tagen beobachtet werden, daher wurden 
Daten vor diesem Entwicklungstag in der Auswertung nicht berücksichtigt. Das 
Tumorwachstum wurde mit einem genormten Messschieber festgehalten und das 
Tumorvolumen nach der Formel 
𝑎∗𝑏²
2
 berechnet (Geran et al. 1977), wobei b den länger 
gemessenen Durchmesser beschreibt. Nach 28 Tagen wurden die Tiere mittels Inhalation von 
CO2 getötet und die Proben der Tumore asserviert. 
Zur Beurteilung des Einflusses von Curcumin auf das Tumorwachstum wurden zwei 
verschiedene Applikationswege genutzt: täglich intraperitoneale (ip) Injektionen (ab dem 
zweiten Untersuchungstag) bzw. die Bereitstellung von speziell hergestelltem Curcumin-
haltigem Futtermittel. Für die ip Injektionen wurde eine dreimalige Hautdesinfektion mit 
alkoholhaltigem Antiseptikum vorgenommen und mittels einer sterilen Kanüle 200 mg 
Curcumin pro kg KG (gelöst in 6 % Ethanol und 6 % Polyethylen Glykol ad Aqua (4 
mg/100µl)) verabreicht. Kontrollmäuse dieses Studienarms erhielten eine entsprechende 
Injektion des eingesetzten Lösungsmittels. Um eine orale Therapie mit Curcumin zu 
simulieren, wurde Curcumin entsprechendem Trockenfutter zugefügt (1 % Endkonzentration 
des Curcumins im Futtermittel) und den Mäusen frei zugängig gemacht. Das verwendete 
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Tierfutter wurde zuvor mit 25 kGy sterilisiert (S0807-P010 ssniff M-2 Ereich). Tiere der 
Kontrollgruppe erhielten vergleichbares Standardfuttermittel. 
 
3.2.8 Statistische Auswertung 
Wenn nicht anders angegeben, wurden funktionelle Daten in drei unabhängigen Experimenten 
erhoben und sind als arithmetisches Mittel mit jeweiliger Standardabweichung angegeben. 
Analyse und graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). Dazu wurde in der Regel eine einseitige ANOVA 
(Analysis of Variance) in Kombination mit einer Bonferroni-Korrektur bzw. Dunnett’s 
multiple testing als post-hoc Test eingesetzt. Der daraus resultierende p-Wert (probability, 
Wahrscheinlichkeit) wird als signifikant (*p<0,05), sehr signifikant (**p<0,01) und hoch 





4.1 Nachweis der Glyoxalase 1 durch monoklonalen Anti-Glo1-Antikörper 
Um die Glo1 spezifisch nachweisen und darstellen zu können, wurde ein Maus-Antikörper 
gegen die humane Isoform der Glo1 mithilfe der Hybridom-Technik nach (Köhler und 
Milstein 1975) generiert. Dazu wurden BALBc-Mäusen mittels intraperitonealer Injektion des 
Zielantigens immunisiert und bei Erreichen ausreichend hoher Titer die Milzexstirpation der 
Versuchstiere vorgenommen. Die Fusion von Milz- und SP2/0-Ag14 Myelomzellen erfolgte 
mit Hilfe von Polyethylenglycol (PEG). Im HAT-Medium konnten erfolgreich fusionierte 
Hybridomzellen selektiert werden. 
Die Sensitivitätstestung der generierten Klone erfolgte im ELISA gegen das aufgereinigte 
humane Glo1-Protein. Im Rahmen dieser Untersuchungen zeigte der Klon 4C10 eine hohe 
Sensitivität auf: Der Antikörper 4C10 detektierte im ELISA das aufgereinigte Protein der 
Glo1 bereits in niedrigen Konzentrationen (Abbildung 5A). Die EC50, die effektive 
Konzentration, bei der 50 % der maximalen Wirkung erzielt wird, beträgt für 4C10 in der 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve 11 ng/ml. 
Hohe Spezifität demonstrierte 4C10 im anschließend angefertigten Westernblot (Abbildung 
5B). Dafür wurden in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese Proteinmengen der humanen 
Glo1, der humanen Glo2 und der Hefe Glo1 sowie ein Lysat der 1321N1 Astrozytomzellen 
dem Molekulargewicht gemäß aufgetrennt und durch einen Westernblot auf eine 
Nitrocellulosemembran übertragen. Unter Benutzung des monoklonalen Anti-Glo1-
Antikörper 4C10 zeigte sich im Westernblot unter reduzierten Bedingungen (SDS-PAGE-
Proteinauftrennung inklusive 10 % ß-Mercaptoethanol) in den 1321N1 Zelllysaten eine 
einzelne Proteinbande auf Höhe von 20 kDa, welche der Bande des Glo1-Proteinauftrags und 
dem bekannten Molekulargewicht des Glo1-Monomers entspricht. 4C10 interagierte weder 
mit der Hefe Glo1 noch mit Proteinstrukturen der humanen Glo2. So konnte bewiesen werden, 
dass 4C10 spezifisch auf die humane Isoform der Glo1 reagiert und für weiterführende 
Experimente eingesetzt werden kann. 
Um die genaue intrazelluläre Lokalisation der Glo1 in den 1321N1 Astrozytomzellen zu 
klären, wurden weiterhin Fluoreszenz-immunhistochemische Untersuchungen der 1321N1 
durchgeführt. Es konnte aufgezeigt werden, dass das Enzym Glo1 ausschließlich im 
zytoplasmatischen Kompartiment exprimiert wird. Zusätzlich wurde eine Zellkernfärbung mit 
DAPI vorgenommen (Abbildung 5C).  
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Abb. 5: Eigenschaften des monoklonalen Maus Anti-Glo1-Antikörpers (Klon 4C10) A) Darstellung der 
Bindungseigenschaften des Anti-Glo1-Antikörper (Klon 4C10) im ELISA: Dazu wurden Testplatten mit 2 µg/ml 
des aufgereinigten humanen Glo1-Proteins beschichtet und mit ansteigenden Konzentrationen von 0-2,5 µg/ml 
des Anti-Glo1-Antikörpers (4C10) inkubiert. Zum Nachweis einer eingegangenen Antigen-Antikörper-Reaktion 
wurde ein sekundärer Peroxidase-gekoppelter Antikörper eingesetzt und die Bindungskurve des Antikörpers bei 
492 nm in Triplikanten photometrisch ermittelt. B) Zur weiteren Testung des 4C10 wurden 0,1 µg aufgereinigte 
humane Glo1, 1 µg humane Glo2, 1 µg Hefe Glo1 und 40 µg eines Zelllysats von 1321N1 in einer SDS-Page 
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran übertragen und im Westernblot mit dem Anti-Glo1-Antikörper 
(1 µg/ml in PBST) inkubiert. Zur Nachweis wurde eine Färbung mit Hilfe der Peroxidasereaktion eingesetzt. C) 
Fluoreszenz-immunhistochemische Darstellung (40x Vergr.) der Glo1 in 1321N1 Zellen: Dazu wurden die 
Astrozytomzellen mit Paraformaldehyd fixiert, blockiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Die Zellen 
wurden mit dem primären AK 4C10 (1 mg/ml, 1:50 verdünnt) und einem sekundären Alexa488-gekoppelten 
Anti-Maus-AK (2 mg/ml, 1:100) inkubiert (in grün dargestellt). Zusätzlich wurde eine Zellkernfärbung mit Hilfe 




4.2 Immunhistopathologische Evaluation der Glyoxalase 1 in humanen Hirntumoren 
Nachdem der Klon 4C10 in einer Tumorzelllinie sensitiv und spezifisch sein Zielprotein 
detektieren konnte, wurde er im nächsten Schritt in primärem Tumorgewebe eingesetzt. Um 
die Expression der Glo1 in humanen neuroepithelialen Tumoren evaluieren zu können, 
wurden von insgesamt 39 unterschiedlichen Gewebeproben 3 bis 5 µm dicke Paraffinschnitte 
angelegt, welche in aufsteigender Alkoholreihe entwässert, blockiert und schließlich mit dem 
Anti-Glo1-Antikörper (Klon 4C10) inkubiert wurden. Dabei wurden Tumorarten aller vier 
WHO-Malignitätsgrade untersucht und hinsichtlich einer etwaigen Expression der Glo1 im 
Zellkern und/oder Zytoplasma durch einen Neuropathologen klassifiziert. Eine Übersicht der 
Ergebnisse der semiquantitativen Evaluation ist in Tabelle 2 dargestellt. Dabei wurden sowohl 
die Ausprägung der immunhistochemischen Anfärbung (in die Kategorien „keine 
Reaktion“ bis „ mehr als 40 % der Zellen angefärbt“) als auch die Lokalisation der Glo1 
(zytoplasmatisches bzw. nukleäres Vorkommen) beurteilt. 
 
Tabelle 2: Übersicht der immunhistochemischen Detektion von Glo1 in humanen Hirntumoren. Dazu 
wurden die angefertigten Paraffinschnitte zur immunhistochemischen Färbung mit dem Anti-Glo1-Antikörper 
(4C10, 1 mg/ml 1:1000 verdünnt) inkubiert und mit der Peroxidasereaktion nachgewiesen. Die Einordnung in 
Kategorien [(+) nur einzelne Zellen gefärbt; (++) 10 % bis 40 % positiv; (+++) > 40 % positiv] erfolgte nach 




In Abbildung 6 sind beispielhaft Gewebeschnitte mit unterschiedlicher Ausprägung der Glo1 
Expression dargestellt. Der zytoplasmatische Nachweis von Glo1 konnte in allen 
Tumorpräparaten erbracht werden. Das Expressionsmuster variierte je nach Tumorentität. 
Dabei konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Malignitätsgrad und Glo1-
Expressionsstärke im Zytosol dargestellt werden. Auffällig war jedoch, dass 
Glioblastomrezidive eine erhöhte zytosolische Glo1-Expression im Vergleich zu primären 
Glioblastomen aufwiesen (Abbildung 6 E+F). 
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Alle Tumorentitäten bis auf das pilozytische Astrozytom (Grad I) zeigten eine nukleäre 
Lokalisation der Glo1. Da nur ein Präparat des seltenen pilozytischen Astrozytoms vorlag, ist 
eine Beurteilung der Glo1-Expression in diesem Fall nicht ausreichend validiert. Die nukleäre 
Glo1-Expression in den einzelnen Präparaten (Grad II-IV) variierte stark. So wiesen 
beispielsweise die fünf untersuchten Gewebe von anaplastischen Astrozytomen ähnlich häufig 
keine, geringe oder starke Expression der Glo1 im Zellkern auf. Charakteristisch für 
Glioblastome (WHO Grad IV) schien das hoch variable Expressionsmuster der Glo1 im 
Zellkern zu sein. In einigen Fällen war annährend keine Aktivität vorhanden, während in 
anderen Glioblastomen eine nukleärer Glo1 Aktivität in mehr als 80 % der Zellen 
nachgewiesen werden konnte. Auch hier ist hervorzuheben, dass Rezidivpräparate von 
Glioblastomen eine verstärkte nukleäre Glo1-Färbung im Vergleich zu korrespondierenden 
Primärtumoren zeigten. So präsentierten 33 % der Rezidivpräparate eine sehr starke 
Expression (>40 % der Zellkerne positiv), wohingegen nur 18 % der Glioblastome bereits als 
Ersttumor solch erhöhtes nukleäres Enzymaufkommen demonstrierten. 
Im gemistozytischen Astrozytom (WHO Grad III), einer Sonderform des anaplastischen 
Astrozytoms, wiesen die für diesen Tumor charakteristischen Zellen mit exzentrisch 
gelegenen, großen Zellkernen eine starke perinukleäre sowie zytoplasmatische Glo1-
Expression auf (Abbildung 6D). In Glioblastompräparaten zeigte sich eine ausgeprägte 
immunologische Reaktion in fast allen Tumorzellen. Dies galt jedoch nicht für die im 
Präparat enthaltenen Riesenzellen. Riesenzellglioblastome werden als seltene Variante des 
Glioblastoms angesehen und sind durch bizarre, mehrkernige Riesenzellen (bis 500 µm im 
Durchmesser) gekennzeichnet. Diese Tumore wachsen oftmals besser abgegrenzt und weisen 
eine geringfügig bessere Prognose auf als andere Glioblastome (Bode und Schlegel 2003). 






Abb. 6: Immunhistochemische Darstellung der Glo1 (jeweils rechts) in Paraffinschnitten von humanen 
Hirntumoren im Vergleich zu entsprechenden HE gefärbten Serienschnitten (jeweils links) 
A) ausschließlich zytoplasmatische Färbung (exemplarisch mit  markiert) im Astrozytom (WHO Grad II); HE 
10x Vergr., Glo1 20x Vergr. B) zytoplasmatische und spärlich nukleäre Färbung im pilomyxoidem Astrozytom 
(WHO Grad II); HE 20x Vergr., Glo1 40x Vergr. C) ausgeprägte nukleäre Färbung (exemplarisch mit  
markiert) im anaplastischen Astrozytom (klassifiziert als WHO Grad III aufgrund von nukleärem 
Polymorphismus und Proliferationsindex bis zu 20 %); HE 20x Vergr., Glo1 40x Vergr. D) anaplastisches 
Astrozytom mit gemistozytischer Differenzierung mit einem charakteristischen marginalen Rand von 
zytoplasmatischer Färbung sowie einer partiellen nukleären Färbung; HE 20x Vergr., Glo1 40x Vergr. E) 
Glioblastoma multiforme (WHO Grad IV) mit nur wenig nukleärer Färbung; HE 20x Vergr., Glo1 20x Vergr. F) 
Glioblastoma Rezidiv (10 Monate nach Operation und Radiochemotherapie mit Temozolamid), 
Immunreaktivität in den meisten Tumorzellen, jedoch nicht in Riesenzellen; HE 10x Vergr., Glo1 20x Vergr.   
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4.3 Einfluss einer verminderten Glyoxalase 1 Expression auf die Zellfunktion 
4.3.1 Knockdown der Glo1 in 1321N1 Zellen durch shRNA 
Um eine über längeren Zeitraum niedrige Glo1-Expression zu erreichen, wurde spezifische, 
gegen die Glo1 gerichtete shRNA durch Transfektion eines Plasmids mit Hilfe von 
Liposomen in die Astrozytomzellen hineingebracht und eine stabile Linie erzeugt. Der pTER-
EGFP Vektor enthält einen H1 Promoter der RNA Polymerase III, shRNA spezifisch zum 
knockdown der Glo1 als Insert, ein EGFP als grün-fluoreszierendes Protein sowie eine 
Zeocinresistenzkassette (Vektorkarte in S2). Durch Kultivierung in Zeocin-haltigem 
Zellmedium konnte eine Selektion von erfolgreich transfizierten Zellen mit plasmid-kodierter 
Zeocin-Resistenzkassette erfolgen. Es wurden zwei stabile Zelllinien generiert, welche im 
Folgenden als shRNA A und shRNA B bezeichnet werden. Weiterhin erfolgte die 
Transfektion des Leervektors pTER-EGFP und des scrambled Plasmids. Dabei handelt sich 
um die in der Reihenfolge zufällig geänderte Nukleotidsequenz der ursprünglichen shRNA 
ohne Homologie zu einer anderen Stelle im Genom aufzuweisen. Durch Vergleich mit dem 
Leervektor (ohne Insert) können unspezifische Nebeneffekte beispielsweise durch die erfolgte 
Transfektion nachverfolgt werden, während der scrambled Vektor eine spezifische 
Negativkontrolle für den Gen-knockdown darstellt. 
Während sich die transfizierten 1321N1 lichtmikroskopisch nur kaum von den nativen 
Astrozytomzellen unterscheiden, konnte die Transfektionsrate durch das im Vektor enthaltene 
grün-fluoreszierende Protein verifiziert werden (Abbildung 7). 
 
Abb. 7: Licht- und Fluoreszenzmikroskopie von 1321N1 (pTER-EGFP). Der shRNA-Vektor beinhaltet 
EGFP (enhanced green fluorescent protein) und eine Antibiotikaresistenz gegenüber Zeocin zur Selektion. Links 
ist die lichtmikroskopische Aufnahme, rechts die fluoreszenzmikroskopische Fotografie dargestellt; 40x Vergr. 
 
Um den spezifischen knockdown der Glo1 in den Zellen zu bestätigen, wurde eine 
Quantifizierung der mRNA-Transkripte durch eine real-time PCR durchgeführt (Abbildung 
8A). Zur Auswertung der Daten wurde die 2-ΔΔCT Transformation verwendet. Dabei wurde die 
Expression des Zielgens (Glo1) auf die Expression des konstant regulierten housekeeping-
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Gens (GAPDH) nivelliert. ΔΔCT entsprach der Differenz der CT-Werte in nativen 
Astrozytomzellen und Glo1-knockdown Zellen. Im Vergleich zur Ausgangszelllinie 1321N1 
konnte eine Reduktion der Glo1-mRNA auf 43 % (shRNA A) bzw. 54 % (shRNA B) erreicht 
werden. Die Transfektion mit dem scrambled Vektor rief eine geringe, nicht signifikante 
Verminderung des Glo1-Transkripts hervor. 
In den Zelllysaten wurde weiterhin die spezifische Glo1-Aktivität photometrisch ermittelt, 
indem die Bildung des Reaktionszwischenprodukts des S-D-Lactylglutathion nachverfolgt 
wurde (Abbildung 8B). Während in den mit shRNA B transfizierten Zellen noch eine Glo1-
Aktivität von 0,52 U/mg ermittelt wurde, war shRNA A in der Lage, die enzymatische 
Aktivität des Zielproteins auf 0,3 U/mg zu verringern. Eine stabile Zelllinie mit vollständigem 
knockout der Glo1 konnte in diesem Versuchsansatz nicht erzielt werden. Bezüglich 
enzymatischer Aktivität sowie mRNA-Expression der Glo1 zeigte die shRNA A-Linie eine 
höhere Effizienz.  
 












Abb. 8: Glo1-Expression und spezifische Aktivität in shRNA A und shRNA B 1321N1 Zelllinien.  
A) Relative Glo1 mRNA Expression in transfizierten 1321N1 Zellen im Vergleich zur Ausgangszelllinie 
ermittelt mittels quantitativer PCR. Als Leervektor wurde pTER-EGFP ohne Insert eingesetzt. Zur Auswertung 
der Daten wurde die 2-ΔΔCT Transformation verwendet. Angegeben sind das arithmetische Mittel ± 
Standardabweichung für drei unabhängige Assays in Triplikaten. Statistische Signifikanz wurde mittels 
einseitiger ANOVA mit Bonferroni-Korrektur ermittelt (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). B) Die nativen 
1321N1 Zellen sowie mit pTER-EGFP, scrambled Vektor, shRNA A und shRNA B transfizierten Linien wurden 
auf Eis lysiert und zentrifugiert. Die entstandenen Zelllysate wurden photometrisch auf ihre spezifische Glo1 
Aktivität untersucht, indem die Bildung des Glo1-Intermediates S-D-Lactylglutathion bei 240 nm Wellenlänge 
in den Proben ermittelt wurde. Angegeben sind das arithmetische Mittel ± Standardabweichung für drei 
unabhängige Assays in Triplikaten. Statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit Dunnett’s 














































































































4.3.2 Funktionelle Charakteristika der Glo1-knockdown 1321N1-Zellen 
4.3.2.1 Zellproliferation 
Die generierten stabilen Astrozytomzelllinien mit verminderter Glo1-Expression und 
Aktivität wurden im Hinblick auf typische Malignitätskriterien wie Proliferation, Invasion, 
Migration sowie Kolonie- und Sphäroidbildung der Tumorzellen untersucht. Da in 
Tumorzellen vermehrt die Glykolyse zur Energiegewinnung genutzt wird, bei der als 
Nebenprodukt das toxische MGO anfällt, ist die Vermutung naheliegend, dass die Glo1 als 
detoxifizierendes Enzym des MGO eine bedeutende Rolle im zellulären Zusammenspiel 
einnimmt. 
Mittels WST-1 Assay wurden die Proliferationsraten der stabil transfizierten 1321N1 
Zelllinien verglichen. Die Methode beruht darauf, dass bei Vorhandensein einer intakten 
Atmungskette das Tetrazoliumsalz durch mitochondriale Dehydrogenasen in Formazan 
gespalten wird. Dabei korreliert das durch die Reaktion entstehende rote Formazan direkt mit 
der Anzahl metabolisch aktiver Zellen in einer Kultur. Das rote Formazan bewirkt einen 
Farbumschlag, der mittels Photometer bei einer Wellenlänge von 440 nm gemessen werden 
kann. Neben den shRNA A- und shRNA B-Linien wurden auch die mit dem Leervektor 
pTER-EGFP und scrambled Vektor transfizierten sowie nativen Astrozytomzellen untersucht. 
Wie in Abbildung 9 dargestellt, wiesen beide Glo1-knockdown Zelllinien erhöhte 
Absorptionswerte bei 440 nm im Vergleich zu den Negativkontrollen auf. So konnten 
signifikant erhöhte Proliferationsraten durch die Glo-1 Expressionsreduktion geschlussfolgert 
werden (p<0,001). Dabei unterschied sich die Formazanproduktion der Linien shRNA A und 



























































Abb. 9: Proliferationsrate der 1321N1 Zellen im 
WST-1 Assay. Die Zellen wurden dazu in einer 96-
Well-Zellkulturplatte ausgesät und am darauf 
folgenden Tag auf die Fähigkeit hin untersucht, das 
Tetrazoliumsalz WST-1 unter Einsatz von NAD(P)H 
in Formazan zu spalten. Dies erzeugte einen 
photometrisch messbaren Farbumschlag bei 440 nm 
Wellenlänge und korrelierte mit der Anzahl 
metabolisch aktiver Zellen. Angegeben sind das 
arithmetische Mittel ± Standardabweichung für drei 
unabhängige Assays in Triplikaten. Statistische 
Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit 




4.3.2.2 Migration und Invasion 
Zur weiteren funktionellen Testung der Zellen wurden Untersuchungen der Invasion und 
Migration durchgeführt. Migration bezeichnet dabei die Bewegung von Zellen durch den 
Extrazellularraum. Experimentell wurden dafür 1321N1 Zellen in eine sogenannte Boyden-
Kammer ausgesetzt, die durch eine Polykarbonatmembran in zwei Kompartimente aufgeteilt 
war. Nach einer Inkubationszeit von 6 h wurden die Zellen fixiert und der Anteil der Zellen 
bestimmt, welche vom oberen zum unteren Bereich der Kammer migrieren konnten. Während 
die ermittelte Zellzahl nativer 1321N1 Zellen auf 100 % gesetzt wurde, ist in Abbildung 10A 
erkennbar, dass durch knockdown der Glo1(shRNA B) die Fähigkeit der Astrozytomzellen zur 
Migration signifikant gesteigert werden konnte. Als Kontrollen dienten der Leervektor pTER-
EGFP und scrambled Vektor, welche eine ähnliche bzw. leicht verminderte Migration der 
Tumorzellen zeigten. 
Zur Testung der Invasion wurde die Polykarbonatmembran zusätzlich mit einer 
Matrigelmatrix beschichtet, um so eine Barriere für die Tumorzellbewegung zu generieren. 
Nach 48 h Inkubationszeit wurden wiederum die Astrozytomzellen fixiert und ausgezählt. 
Vergleichbar mit den Ergebnissen der Migration wiesen auch hier die beiden shRNA-
Zelllinien mit verminderter Glo1-Aktivität die höchsten Invasionsfähigkeiten auf (Abbildung 
10B). Herunterregulierung der Glo1 scheint damit die Malignität von Astrozytomzellen 
steigern zu können. Die beiden stabilen shRNA-Linien A und B unterschieden sich bezüglich 
ihrer Fähigkeit zur Migration und Invasion nur minimal. Zur Veranschaulichung des 



































































Abb. 10: Migrations- und Invasionsanalysen von 1321N1 Zellen. A) Für den Migrationsassay wurden die 
Linien shRNA A und B im Vergleich zu nativen oder mit Leervektor bzw. scrambled Vektor transfizierten 
Zellen in einer Boyden-Kammer ausgesetzt und die Bewegung der Zellen durch die Polykarbonatmembran 
nachverfolgt. Nach sechsstündiger Inkubationszeit wurden die Zellen im unteren Kompartiment fixiert und 
ausgezählt. Die Anzahl der migrierten nativen 1321N1 Zellen wurde als 100 % festgelegt. B) Für den 
Invasionsassay wurde die Boyden-Kammer zusätzlich mit einer Matrigelmatrix beschichtet und eine Inkubation 
von 48 h gewählt. Angegeben sind jeweils das arithmetische Mittel ± Standardabweichung für drei unabhängige 
Assays in Triplikaten. Statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit Bonferroni-Korrektur 
ermittelt (*p<0,05, **p<0.01, ***p<0,001). C) Lichtmikroskopische Darstellung des unteren Kompartiments im 



























































Neben Proliferation, Migration und Invasion wurden die nativen und Glo1-knockdown-
Astozytomzellen in einem zweidimensionalen Modell zur Beurteilung der Bildung von 
Tumorzellkolonien untersucht. Dafür wurden Zellkulturplatten mit 0,6%igem Agar in DMEM 
beschichtet und die entsprechenden Tumorzellen in 0,4%igem Agar in DMEM aufgetragen. 
Nach einer Inkubation von 14 Tagen mit täglicher Applikation von 100 µl Zellkulturmedium 
auf die Wells wurden die Zellen mit Crystal Violet gefärbt und ausgewertet. Als Kolonie 
wurden nur Zellverbände mit mehr als 20 Einzelzellen gezählt. Es konnte festgestellt werden, 
dass die Koloniebildung von mit shRNA transfizierten 1321N1 Zellen gegenüber den 
Kontrollen signifikant gesteigert war (Abbildung 11). Die Zelllinie mit dem transfiziertem 
Negativvektor (scrambled Vektor) war zum Zeitpunkt dieses Experiments nicht mehr stabil 
und wurde nicht berücksichtigt.   
 













Abb. 11: Formation von Zellkolonien in 1321N1 Zellen  
A) Lichtmikroskopische Darstellung zweier Kolonien der nativen 1321N1 Astrozytomzellen auf Agar/DMEM-
Untergrund B) Zur Untersuchung der Koloniebildung wurden die Zellen in 0,6%igem Agar/DMEM über 14 
Tage kultiviert. Anschließend erfolgte die mikroskopische Auszählung von Zellgruppierungen > 20 Zellen. 
Angegeben sind das arithmetische Mittel ± Standardabweichung für drei unabhängige Assays in Triplikaten. 
Statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA mit Dunnett’s multiple testing als Post Hoc-Test 










































In einem dreidimensionalen Modell, in dem die Tumorzellen kontinuierlicher Rotation 
ausgesetzt waren, wurde die Fähigkeit der Astrozytomzellen getestet, Sphäroide 
(Rotationsellipsoide) zu bilden. Es wurden täglich die Durchmesser von 100 Sphäroiden 
ermittelt und daraus ein Mittelwert errechnet. Abbildungen 12A und B stellen die 
Größenverteilung der nativen 1321N1 Tumorzellsphäroide am ersten und vierten Versuchstag 
dar. Während die Sphäroidgrößen am ersten Tag einer Gauß´schen Verteilungskurve ähnelten, 
zeigte die Kurve am vierten Tag einen annähernd zweigipfeligen Verlauf. Dies war 
wahrscheinlich auf eine zunehmende Abschilferung von Zellen aus größeren Sphäroiden 
zurückzuführen und damit als Sphäroidneubildung zu bewerten. 
Im Größenvergleich der nativen zu den Glo1-knockdown-Astrozytomzellen zeigten sich 
geringere Durchmesser der unveränderten 1321N1 Zellen (Abbildung 12C). Mit verminderter 
Expression der Glo1 in den shRNA-Linien entstanden am ersten und am vierten 
Untersuchungstag signifikant größere Rotationsellipsoide. Auch in diesem Tumormodell ging 
eine verminderte Expression der Glo1 mit einer Steigerung maligner Tumoreigenschaften 
einher. Die shRNA-knockdown Linien zeigten eine höhere Tendenz große Sphäroide 
auszubilden. 
Im weiteren Verlauf nach insgesamt 12 Tagen der Zellkultivierung unterschieden sich die 
Sphäroidgrößen der shRNA A- und shRNA B-Linien nicht mehr signifikant von denen der 
nativen Zellen. Abbildung 12D zeigt exemplarisch eine fluoreszenzmikroskopische 
Darstellung der shRNA B-Zellen anhand des EGFP am 12. Tag. Es schien das maximal 
mögliche Sphäroidvolumen bei einem Durchmesser von 200 µm erreicht worden zu sein, bei 
Ausdehnung der Sphäroide darüber hinaus erfolgte Abschilferung und Sphäroidneubildung. 
Auch die zunehmende Konkurrenz um Nährstoffe und Platz in den Zellkulturröhrchen besaß 
vermutlich einen Einfluss, der zu einer Annäherung der Sphäroidgrößen auf ein Plateau im 
Sättigungsbereich führte. Die Nährstoffkonkurrenz wurde durch täglichen Wechsel des 

































Abb. 12: Bildung von Sphäroiden durch 1321N1 Zellen. A+B) Größenverteilung der nativen 1321N1 
Tumorzellsphäroiden A) am 1.Tag bzw. B) am 4.Tag der Kultivierung. Dazu wurden aus dem unter stetiger 
Rotation gehaltenem Zellkulturröhrchen 100 Sphäroide entnommen und der Mittelwert zweier orthogonaler 
Durchmesser lichtmikroskopisch ermittelt. C) Größenverteilung der mit shRNA A und shRNA B transfizierten 
sowie nativen 1321N1 Tumorzellsphäroide: Dazu wurden am 1., 4. und 12. Tag der Kultivierung jeweils 100 
Sphäroide aus den Astrozytomzellen lichtmikroskopisch vermessen und der Durchmesser ermittelt. Angegeben 
sind das arithmetische Mittel ± Standardabweichung. Statistische Signifikanz wurde mittels einseitiger ANOVA 
mit Bonferroni-Korrektur ermittelt (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). D) Fluorenszenz-mikroskopische 
Darstellung von mit shRNA B transfizierten 1321N1 Tumorzellsphäroiden am 12. Tag durch das im Plasmid 









































4.4 Korrelation zwischen Glo1-Expression und Invasionsfähigkeit 
Um zu evaluieren, inwieweit die Expression der Glo1 auf die Invasivität von Tumorzellen 
Einfluss nimmt, wurden zehn verschiedene Tumorzelllinien untersucht: Unter den getesteten 
Linien fanden sich die Prostatakarzinomzelllinien LNCaP, PC3 und DU 145, die 
Mammakarzinomzelllinien MDA-MB 231 und MCF-7, die Glioblastomzelllinien LN 405 und 
8-MG-BA, die Neuroblastomzellen SH-SY5Y, die akut-monozytären Leukämiezellen THP-1 
sowie die Astrozytomzelllinie 1321N1. Dafür wurde die enzymatische Aktivität der Glo1 
photometrisch bestimmt und die Invasionsfähigkeit ermittelt (Abbildung 13). Dazu wurden 
Zellen im oberen Kompartiment einer Boyden-Kammer ausgesät und der Anteil in das untere 
Kompartiment gewanderter Zellen analysiert. Werte der Astrozytomzellen 1321N1 wurden 
jeweils auf 1,0 festgelegt und die Ergebnisse aller anderen Zelllinien in Relation dazu 
berechnet und dargestellt. 
Die androgen-und östrogensensitiven Prostatakarzinomzellen LNCaP (Horoszewicz et al. 
1983) und akut-monozytären Leukämiezellen THP-1 wiesen dabei die höchsten Glo1- 
Aktivitäten mit bis zu 2,7-facher Steigerung im Vergleich zu 1321N1 Zellen auf. Deutlich 
niedrigere Glo-1-Aktivitäten zeigten dagegen die Prostataadenokarzinomzellen PC3 und 
DU 145. Beide Linien sind durch ihre Androgen-Unabhängigkeit charakterisiert und sind 
damit nicht sensibel für Hormon-basierte Therapieversuche (Marchiani et al. 2010). PC3-
Zellen besitzen eine hohe Tendenz zur Metastasierung, während DU 145 über ein moderates 
und LNCaP über ein niedriges metastatisches Potenzial verfügt. 
Die niedrigste Glo1-Aktivität wurde dagegen für die humane metastatische 
Brustkrebszelllinie MDA-MB 231 ermittelt. Diese Tumorzelllinie stellt ein verbreitetes 
Model eines Östrogenrezeptor-negativen Mammakarzinoms dar und wird für Studien der 
Tumorgenese, Metastasenentwicklung und Zellinvasion eingesetzt (Cailleau et al. 1974). 
MDA-MB 231 exprimiert weder Östrogen- noch Progesteronrezeptoren. Ähnlich der zweiten 
untersuchten Brustkrebszelllinie MCF-7 exprimieren MDA-MB 231 nur basale Level des 
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors Her-2/neu (Hong et al. 1999). MCF-7 wurde aus 
einem malignen Pleuraerguss eines duktalen Adenokarzinoms gewonnen und besitzt sowohl 
Östrogen- als auch Progesteronrezeptoren (Levenson und Jordan 1997; Lacroix und Leclercq 
2004). MCF-7 Zellen wiesen eine ca. 4-fache Glo1-Aktivität im Vergleich zu den MDA-MB 
231 auf. 
Des Weiteren wurden vier neuronale Tumorzelllinien untersucht: Die humanen 
Neuroblastomzellen SH-SY5Y entwickeln embryonale Tumore im Säuglings- und 
Kindesalter des WHO-Grades IV, die Zellen der Linien LN 405 und 8-MG-BA entstammen 
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einem Glioblastoma multiforme des WHO Grades IV. Die Astrozytomzellen 1321N1 dagegen 
werden nach der WHO-Klassifikation in Grad II eingeteilt. Die ermittelten Werte dieser 
neurozellulären Tumore lagen nah bei einander und ergaben keine inverse Korrelation wie die 
untersuchten Prostata- und Mammakarzinomzellen. 
Die akut-monozytären Leukämiezellen THP-1, welche die höchsten Glo1-Aktivitätswerte 
aufbrachten, sind nicht adhärent wachsende Tumorzellen. So erklärt sich das 
Zustandekommen sehr niedriger Invasionslevel im Vergleich zu den 1321N1. Die THP-1 
wurden als interne Negativkontrolle für den Invasionsassay mitgeführt. 
Die Untersuchung der spezifischen Glo1-Aktivität in verschiedenen Tumorentitäten vermittelt 
dabei den Eindruck, dass besonders Hormon-refraktäre Tumorarten eine verminderte Glo1-
Aktivität aufweisen (PC3 und DU 145 als Androgen- sowie MDA-MB 231 als Östrogen- und 
Progesteron-unabhängige Zelllinien). Die Fähigkeit dieser Krebszellen für 
Geschlechtshormone nicht mehr regulierbar zu sein, geht mit deutlich schlechteren 
Prognoseaussichten für die betroffenen Patienten einher, da etablierte Behandlungsmethoden 
(z.B. Tamoxifen als selektiven Östrogenrezeptormodulator oder LHRH-Agonisten/GnRH-
Blocker beim fortgeschrittenem Mamma- bzw. Prostatakarzinom) verwehrt bleiben. 
Dabei fügen sich die Glo1-Expressions- und Aktivitätslevel verschiedener Tumorzellen 
passend in den Kontext bisheriger Untersuchungen ein. Es wurde festgestellt, dass 
Tumoreigenschaften wie Proliferation, Invasion und Migration in shRNA-basierten Glo1-
knockdown Zellen signifikant gesteigert sind. Passend dazu zeigten die hochmalignen 
Mammakarzinomzellen MDA-MB 231 mit der höchsten Invasionsfähigkeit die niedrigsten 
Glo1-Enzymaktivitäten unter den untersuchten Tumorzelllinien. Das Verhältnis zwischen 
Glo1-Aktivität und Invasion der getesteten Tumorzelllinien lässt sich durch eine einfache 
lineare Korrelation mit dem Bestimmtheitsmaß R2 = 0,48 beschreiben. Die Glo1 scheint dabei 
im Zusammenhang mit der Malignität einer Tumorzelle zu stehen, wobei noch unklar bleibt, 












































Abb. 13: Korrelation spezifischer Glo1-Aktivität mit dem Invasionspotential verschiedener 
Tumorzelllinien. Zur Ermittlung der spezifischen enzymatischen Aktivität wurden für 10 Tumorzelllinien 
zytosolische Lysate angefertigt und die Bildung des Glo1-Reaktionsproduktes S-D-Lactylglutathion 
photometrisch gemessen. In dieser Darstellung wurde die spezifische Glo1-Aktivität der Zelllinie 1321N1 auf 
1,0 festgelegt (0,94 U/mg). Die Invasion in den verschiedenen Tumorzelllinien wurde in einer Boyden-Kammer 
mit einer Inkubationszeit von 42 h untersucht. Die Invasion der 1321N1 Zellen wurde auf 1,0 festgelegt. Für die 
dargestellten Daten wurde eine einfache lineare Regression mit R²= 0,48 und p=0,0265 mittels GraphPad 
Prism 5 errechnet.  
 
4.5 Antitumorigenes Potential von Curcumin  
4.5.1 Curcumin-vermittelte Proliferationsinhibierung verschiedener Tumorzelllinien 
Curcumin ist ein bekannter Inhibitor der Glo1. Um dessen Einfluss auf das Zellwachstum 
verschiedener Tumorzelllinien weitergehend untersuchen zu können, wurden 
Proliferationsanalysen mit aufsteigenden Konzentrationen des Glo1-Inhibitors Curcumin (1-
100 µM) über vier definierte Zeiträume (60, 120, 180 und 240 min) mittels WST-1-Assay 
durchgeführt. Als Zelllinien wurden die Astrozytomzellen 1321N1 (Abbildung 14A), die 
Mammakarzinomzellen MDA-MB 231 (Abbildung 14B) sowie die Prostatakarzinomzellen 






























Abb. 14: Einfluss von Curcumin auf das Zellwachstum verschiedener Zelllinien. Analyse der 
Proliferationsrate mittels WST-1-Assay bei 440 nm Wellenlänge. Getestet wurden 1-100 µM Curcumin im 
zeitabhängigen Verlauf von 60, 120, 180 und 240 min Inkubationszeit. A) 1321N1 Astrozytomzellen, B) MBA-
MD 231 Mammakarzinomzellen. C) PC3 Prostatakarzinomzellen. Angegeben sind das arithmetische Mittel ± 
Standardabweichung für drei unabhängige Assays in Triplikaten. Statistische Signifikanz wurde durch eine 
einseitige ANOVA-Analyse mit Bonferroni-Korrektur getestet, wobei die Proliferationsraten der unbehandelten 
Zellen mit denen der verschiedenen Konzentrationsstufen zur jeweiligen Inkubationszeit verglichen wurden. 
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). ° bezeichnet einen signifikanten Anstieg der Proliferationsrate (p<0,001) 

































































































































































































































































































































Unter niedrigen Konzentrationen von Curcumin (5 µM) konnten für alle getesteten 
Krebszelllinien im Vergleich zur unbehandelten Negativkontrolle leicht erhöhte 
Proliferationsraten beobachtet werden. In höheren Konzentrationen ab 50 µM stellte sich 
jedoch durch die Behandlung mit Curcumin bei 1321N1 sowie PC3 Zellen eine statistisch 
signifikante (p<0,001)Wachstumsinhibierung dar (Abbildung 14A und C). Bei MDA-MB 231 
konnte eine signifikante Wachstumsinhibierung erst bei 100 µM Curcumin aufgezeigt werden 
(Abbildung 14B). 
Curcumin scheint somit abhängig von der eingesetzten Konzentration sowohl induzierend als 
auch inhibierend auf die Proliferation von malignen Tumorzellen einwirken zu können. 
 
4.5.2 Glyoxalase 1 und HER-2/neu Expression in 3T3 Her-2/neu Fibroblasten 
Die Fibroblastenzelllinie 3T3 Her-2/neu exprimiert den Wachstumsfaktorrezeptor und 
Onkogen Her-2/neu (human epidermal growth factor receptor). Das Her-2/neu Gen wird in 
15-20 % aller Mammakarzinome überexprimiert und geht mit einer schlechten Prognose für 
die betroffenen Patientinnen einher. Die therapeutische Beeinflussung der Her-2/neu 
Tyrosinkinase ist somit von hohem medizinischen Interessen. 
Die 3T3 Her-2/neu Zelllinie nutzt das TET-OFF-System, welches auf dem tetracycline-
controlled transactivator protein, (tTA) basiert. Somit ist es experimentell möglich, durch die 
Applikation eines Antibiotikums den Expressionsstatus des Her-2/neu in der Zellkultur aktiv 
zu beeinflussen. Wie in Abbildung 15A im zeitabhängigen Verlauf dargestellt ist, kann durch 
die Zugabe des Antibiotikums Tetracyclin die Expression des Her-2/neu stark vermindert 
werden. Dazu erfolgte eine entsprechende Detektion des Her-2/neu Proteins im Westernblot 
mit Hilfe des monoklonalen Anti-C-erbB-2/HER-2/neu-Antikörpers. 
Betrachtet man im gleichen Versuchsaufbau die Expression der Glo1, wird auffällig, dass es 
unter Tetrazyklin zu einer Steigerung der Glo1 kommt: Dafür wurden 3T3 Her-2/neu Zellen 
bis zu 6 Tage mit Tetracyclin kultiviert und in einem Westernblot die Proteinexpression der 
Glo1 analysiert. Es zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Glo1 nach 72 Inkubationsstunden 
mit Tetracyclin (Abbildung 15A). Weiterhin wurde eine gesteigerte Enzymaktivität der Glo1 
detektiert, welche am 6. Tag statistische Signifikanz (p<0,01) aufwies (Abbildung 15B). Als 
Kontrollen wurden jeweils die nativen Fibroblastenzellen 3T3 mitgeführt, welche eine 
ausgeprägte Glo1-Expression und Aktivität besaßen. Die Glo1-Aktivitätslevel in diesem 
Versuchsaufbau der 3T3 Her-2/neu-Fibroblasten erscheinen somit konform mit den bisher 
aufgezeigten Untersuchungen der 1321N1-Astrozytomzellen: Hohe Enzymaktivität der Glo1 


















Hong et al. demonstrierten bereits 1999, dass Curcumin einen Einfluss auf das Her-2/neu 
Onkogen besitzt: Curcumin soll die Auto- und Transphosphorylierung der Her-2/neu 
Tyrosinkinase inhibieren und so deren Abbau steigern (Hong et al. 1999). Um die Wirkung 
des Curcumins auf die 3T3.Her-2/neu Fibroblasten zu testen, wurden die Zellen nach 24-
stündiger Inkubation mit 1-100 µM Curcumin im WST-1 Proliferationsassay untersucht. 
Dabei zeigte sich bereits durch niedrige Curcuminkonzentrationen von 10 µM eine statistisch 
signifikante Inhibierung der zellulären Wachstumsrate. Unter 100 µM Curcumin konnte eine 
nahezu vollständige Stagnation des Zellwachstums erreicht werden (Abbildung 16A). 
Um die Frage zu beantworten, ob dieser Effekt des Curcumins für die Fibroblastenzelllinie 
auf seine Eigenschaft als Glo1-Inhibitor (Santel et al. 2008) zurückzuführen ist oder als 
direkte Wirkung auf Her-2/neu Onkogen zu verstehen ist, wurden weiterführende 
Experimente unternommen. Die 3T3 Her-2/neu Fibroblasten wurden nach Erreichen einer 80-
prozentigen Konfluenz für 24 h mit verschiedenen Curcuminkonzentrationen behandelt und 
anschließend auf Eis lysiert. Die Proben wurden in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt 
und per Westernblot auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Bei konstanten zellulären 
Proteinleveln (GAPDH als Haushaltsprotein) zeigte sich durch aufsteigende 
Abb. 15: HER-2/neu und Glo1-Expression in 3T3 
Her-2/neu. A) 3T3-Her-2/neu Zellen wurden mit 10 
ng/ml Anhydrotetracyclin über 1, 3 bzw. 6 Tage unter 
Standardbedingungen kultiviert, anschließend lysiert 
und im Westernblot mit monoklonalen primären 
Anti-ß-Aktin-Antikörper, Anti-C-erbB-2/HER-2/neu-
Antikörper und Anti-Glo1-Antikörper 4C10 
inkubiert. 3T3 Her-2/neu Zellen, welche mit 
Hygromycin B kultiviert wurden, sind als 
„Start“ bezeichnet, native 3T3-Zellen sind als 
Negativkontrolle (NK) mitgeführt. B) Darstellung der 
spezifischen enzymatischen Aktivität der Glo1 durch 
photometrische Quantifizierung der Bildung des Glo-
1-Intermediates S-D-Lactylglutathion bei einer 
Wellenlänge von 240 nm. Angegeben sind das 
arithmetische Mittel ± Standardabweichung für drei 
unabhängige Assays. Statistische Signifikanz wurde 
mittels einseitiger ANOVA mit Bonferroni-Korrektur 







































Curcuminkonzentrationen eine Herunterregulierung des Her-2/neu, was überraschenderweise 
mit einer Verminderung der Glo1-Expression einher ging (Abbildung 16B). In den zuvor 
dargestellten Ergebnissen korrelierte eine Reduktion maligner Tumoreigenschaften wie 
Proliferation, Migration oder Invasion mit einer Expressions- und Aktivitätssteigerung der 
Glo1. Hier stellt sich jedoch ein umgekehrtes Bild für die Glo1 dar. Am ehesten ist die Glo1-
Expressionsverminderung hier als ein Nebeneffekt zu betrachten, der wahrscheinlich auf der 
vielfältigen Vernetzung dieses Enzyms im Metabolismus beruht. Signifikant verminderte 










































































































       
Abb. 16: Konzentrationsabhängige Proliferation und Expression von Glo1 und Her-2/neu unter 
Curcumin. A) Analyse der Proliferationsrate der 3T3-Her-2/neu Fibroblasten unter 1-100 µM Curcumin mittels 
WST-1-Assay im zeitabhängigen Verlauf von 60, 120, 180 und 240 min Inkubationszeit. Angegeben sind das 
arithmetische Mittel ± Standardabweichung für drei unabhängige Assays in Triplikaten. Statistische Signifikanz 
wurde durch eine einseitige ANOVA-Analyse mit Bonferroni-Korrektur getestet, wobei die Proliferationsraten 
der unbehandelten Zellen mit denen der verschiedenen Konzentrationsstufen zur jeweiligen Inkubationszeit 
verglichen wurden (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). ° bezeichnet einen signifikanten Anstieg der 




2/neu Fibroblasten wurden unter Standardbedingungen kultiviert und für 24 h mit 0 µM (NK), 5 µM, 10 µM bzw. 
30 µM Curcumin in DMEM inkubiert. Dargestellt sind Proteinbanden nach Inkubation mit Anti-GAPDH-
Antikörper, Anti-Glo1-Antikörper (Klon 4C10) sowie Anti-C-erbB-2/HER-2/neu-Antikörper und Detektion 
mittels Chemilumineszenzreaktion. 
 
4.5.3 Auswirkung von Curcumin auf das Tumorwachstum in vivo 
Nach signifikanten Wachstumsinhibierungen durch Curcumin in den zuvor dargestellten 
Zellkulturexperimenten, wurde der Einfluss des Curcumin auf das Tumorwachstum in vivo 
untersucht. Dazu wurden die Astrozytomzellen 1321N1 und 3T3 Her-2/neu in die Flanken 
von 6-8 Wochen alten CD-1 nude Mäusen subkutan injiziert. Diese haarlosen Mäuse sind 
durch eine Entwicklungsstörung des Thymus charakterisiert und weisen daher eine 
eingeschränkte Immunabwehr auf. Die damit verbundene Toleranz gegenüber Allo- und 
Xenotransplantaten ermöglicht eine experimentelle Übertragung und Entwicklung von 
Tumorzellen im murinen Organismus. 
Während die 1321N1 Zellen nicht im Stande waren, einen soliden Tumor in den Mäusen zu 
generieren, ließen sich durch Injektion der 3T3 Her-2/neu-Fibroblasten solide 
Tumorgruppierungen ausbilden. Wie bereits erwähnt, unterliegt die Expression des Her-2/neu 
Onkogens einem durch Tetracyclin regulierten Protein und kann durch Zugabe von 
Anhydrotetracyclin unter die Detektionsgrenze herunterreguliert werden. Abbildung 17 stellt 
das Wachstum der 3T3 Her-2/neu Tumore nach subkutaner Injektion von 1x107 Zellen im 
Zeitverlauf dar. Dabei zeigten sich erst ab dem 11. Tag makroskopisch sichtbare 
Gewebswucherung in den Flanken der CD-1 nude Mäuse. Diese wurden ab diesem Zeitpunkt 
aller zwei Tage vermessen und das Volumen nach der Formel 
𝑎∗𝑏²
2
 berechnet (Geran et al. 
1977). Die Mäuse erhielten bis zum 28. Tage nach der Injektion keine spezifische Behandlung 
und spiegeln somit den natürlichen Verlauf der Tumorprogression wider. Zur Darstellung der 
Sensibilität auf Tetracyclin erfolgte am 28. Tag eine antibiotische Therapie dieser Mäuse mit 
dem Tetracyclin Doxycyclin durch intraperitoneale Applikation. Wie Abbildung 17 
eindrucksvoll zeigt, verringerte sich durch die einmalige Verabreichung des Doxycyclins das 
Zellwachstum der 3T3 Her-2/neu. Makroskopisch stellte sich bei den Mäusen eine deutliche 






































Abb. 17: Tumorwachstum der 3T3 Her-2/neu Zellen in CD1-nude Mäusen. Es wurden 1x107 Zellen 
subkutan in die Flanke der Mäuse (n=5) injiziert. Ab dem 11. Tag zeigte sich ein makroskopisch sichtbares 
Tumorwachstum, welches aller 2 Tage vermessen werden konnte. Dargestellt ist die Volumenänderung als x-
faches vom Startwert (Mittelwert der Tumorvolumina am 11. Tag ohne Behandlung). Am 28. Tag erfolgte eine 












Abb. 18: Präparation eines 3T3 Her-2/neu Tumors in einer CD1-nude Maus. Die Fotografie zeigt einen gut 
vaskularisierten Tumor in der linken Flanke am Tag 21 nach Injektion. Eine spezifische Therapie wurde bei 
dieser Maus aus der Kontrollgruppe oral nicht vorgenommen. 
 
Um einen möglichen therapeutischen Effekt des Curcumin näher zu charakterisieren, wurden 
zwei verschiedene Darreichungsformen gewählt: intraperitoneale (ip) Injektion und per os. 






Abb. 19: Studienaufbau 
 
Nach Injektion einer Zellsuspension von 1x107 3T3 Her-2/neu Zellen wurden die Nacktmäuse 
der Gruppe ip ab dem 2. Untersuchungstag mit einer täglichen intraperitonalen Injektion 
behandelt. Dabei erhielten die CD-1 nude-Mäuse (n=5) täglich eine ip Injektion mit 
200 mg/kg KG Curcumin (Suspension mit 6 % Ethanol + 6 % Polyethylenglycol ad Aqua), 
während Mäuse der Kontrollgruppe (n=5) eine täglich Injektion mit dem verwendeten 
Lösungsmittel (6 % Ethanol + 6 % Polyethylenglycol ad Aqua) empfingen. Ab Tag 13 
entwickelten sich makroskopische Tumore, die mit einem Messschieber aller zwei Tage 
erfasst wurden. Bis zum 17. Tag nach der Tumorinjektion konnten keine relevanten 
Größenunterschiede der Tumore zwischen Therapie- und Kontrollmäusen erfasst werden. Ab 
Tag 21 jedoch entwickelten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich kleinere 
Fibroblastentumore in Mäusen der Therapiegruppe (Abbildung 20). Tumore, welche eine 
Curcuminbehandlung erhielten, verfügten über ein um über 30 % verringertes Volumen 
(Vergleich beider arithmetischer Mittel am 27. Tag). Aufgrund der hohen Volumenvarianz 
zwischen den einzelnen sich entwickelnden Tumoren zeichnete sich erst am 27. 
















































Abb. 20: Effekt der ip Applikation von Curcumin auf 3T3 Her-2/neu Tumore. 1x107 Zellen wurden 
subkutan in die Flanke von CD-1 nude Mäusen injiziert. Mäuse, die täglich eine ip Injektion von 200 mg 
Curcumin/kg KG bekamen, zeigten deutlich geringere Tumorwachstumsraten. Dargestellt ist die 
Volumenänderung als x-faches vom Startwert (Mittelwert der Tumorvolumina am 13. Tag ohne Behandlung) als 
arithmetisches Mittel ± Standardabweichung. Signifikanz wurde durch eine einseitige ANOVA-Analyse mit 
Bonferroni-Korrektur getestet. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) 
 
Alternativ wurde Curcumin über das Futter verabreicht, welches den Tieren (n=10) frei 
zugänglich war. Das speziell aufbereitete Tierfuttermittel, welches den Tieren über den 
gesamten Tag ad libitum zur Verfügung stand, beinhaltete eine Curcuminkonzentration von 
1 %. Nacktmäuse der Kontrollgruppe dagegen bekamen reguläres, nicht behandeltes Futter.  
Um soziale Separation der Nacktmäuse zu vermeiden, wurden jeweils 4 Mäuse während des 
Experiments in einem Tierkäfig gehalten. Aus diesem Versuchsaufbau folgt, dass leider keine 
detaillierte Aufstellung der aufgenommenen Tiernahrung für jedes einzelne Versuchstier 
möglich ist. Auch hier erfolgte die Einteilung in Therapie- und Kontrollgruppe mittels 
Randomisierung. Parallel zur ip Applikation wurden für diesen Studienarm jeweils 1x107 3T3 
Her-2/neu-Zellen in die Flanken der Tiere subkutan injiziert. Wie Abbildung 21 zeigt, konnte 
am Ende des Untersuchungszeitraumes ein deutlich verringertes Tumorzellwachstum für das 
Curcumin-haltige Futter im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Dabei ergab 
sich ab dem 21. Tag ein statistisch signifikanter Effekt (p<0,05), welcher sich bis zum Ende 
des Untersuchungszeitraums noch verstärkte (p<0,001). Die Mäuse der Therapiegruppe 











































Abb. 21: Effekt der oralen Applikation von Curcumin auf 3T3 Her-2/neu Tumore. 1x107 Zellen wurden 
subkutan in die Flanke von CD-1 nude Mäusen injiziert. Während Mäuse der Kontrollgruppe (n=10) mit 
unbehandeltem Tierfutter versorgt wurden, war für Mäuse der Therapiegruppe (n=10) speziell angefertigtes 
Futter mit 1%igem Curcumin frei zugänglich. Dargestellt ist die Volumenänderung als x-faches vom Startwert 
(Mittelwert der Tumorvolumina am 13. Tag ohne Behandlung) als arithmetisches Mittel ± Standardabweichung. 
Ab Tag 21 stellte sich ein statistisch signifikanter Effekt ein (* p<0,05), durch eine einseitige ANOVA-Analyse 
mit Bonferroni-Korrektur getestet, welcher sich ab Tag 23 noch eindeutiger (*** p<0,001) zeigte.  
 
Vergleicht man schließlich die ermittelten Tumorgrößen beider Curcumin-
Applikationsformen miteinander, fällt auf, dass die intraperitoneale Verabreichung des 
Phytotherapeutikums mit kleineren Tumormaßen einhergeht als per os behandelte Mäuse 
(Abbildung 22). Während sich die ermittelten Volumina der Fibroblastengeschwüre bis zum 
17. Untersuchungstag nicht relevant unterschieden, zeichneten sich am 27. Tag um 28 % 
kleinere Tumore in den ip behandelten Mäusen im Vergleich zur oralen Behandlung ab. 
Auffällig war eine hohe Streuung der Messwerte (n=5) für die intraperitoneale 
Curcumintherapie. Aufgrund großer Varianz der makroskopischen Tumorvolumina und der 
relativ geringen Versuchstieranzahl zeigte sich am abschließenden Untersuchungstag (27 
Tage nach subkutaner 3T3-Her-2/neu-Injektion) kein signifikantes Ergebnis. 
Es scheint, dass bereits die intraperitoneale Applikation des verwendeten Lösungsmittels (6 % 
Ethanol + 6 % Polyethylenglycol ad Aqua) per se einen inhibitorischen Effekt auf die 
Tumorentstehung in den Nacktmäusen besaß. Die Mäuse der ip Kontrollgruppe waren am 
Ende des Experiments (27. Tag) im Mittel durch eine 68-fache Steigerung der Tumorgröße 
gekennzeichnet, während die Nacktmäuse der oralen Kontrollgruppe (Fütterung mit 
Standardfuttermittel ohne Zusätze) signifikant größere Tumore mit einer 102-fachen 




















































Abb. 22: Vergleich beider Therapiearme. 1x107 Zellen wurden subkutan in die Flanke von CD-1 nude 
Mäusen injiziert. Makroskopische Tumorvolumina wurden konnten ab 13. Tag ermittelt werden. Dargestellt ist 
die Volumenänderung als x-faches vom Startwert (Mittelwert der Tumorvolumina am 13. Tag ohne Behandlung) 
als arithmetisches Mittel. Zur besseren Übersichtlichkeit wurde auf die Abbildung der Standardabweichung 
verzichtet. Ab Tag 21 stellte sich ein statistisch signifikanter Effekt (einseitige ANOVA-Analyse mit 
Bonferroni-Korrektur, * p<0,05) im Vergleich beider Kontrollgruppen ein, welcher sich am Tag 23 (** p<0,01) 
und ab Tag 25 (*** p<0,001) noch deutlicher zeigte. Der Vergleich der beiden Behandlungsarme miteinander 








5.1 Die Glyoxalase 1 als Marker in Tumorgeweben 
Die Glo1 ist ubiquitär in allen humanen Zellen repräsentiert. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist 
die physiologische Relevanz der Glo1 nicht gänzlich geklärt. Im Speziellen wird der Glo1 
eine potentielle Rolle in Tumorprogression und Metastasierung zugeschrieben. Um den 
Einfluss des Enzyms in einer bisher vernachlässigten Tumorentität zu evaluieren, wurden 39 
primäre Hirntumorgewebe immunhistochemisch untersucht. Dafür wurde ein monoklonaler 
Maus-Antikörper gegen die humane Isoform der Glo1 hergestellt. Der Klon 4C10 zeichnete 
sich durch sowohl gute Sensitivität als auch Spezifität in der Detektion des humanen Glo1-
Proteins aus. Es wurden 3 bis 5 µm dicke Paraffinschnitte angelegt, welche entwässert, 
blockiert und schließlich mit dem Klon 4C10 inkubiert wurden. Dabei wurden Tumorarten 
aller vier WHO-Malignitätsgrade untersucht und hinsichtlich einer etwaigen Expression der 
Glo1 im Zellkern und/oder im Zytoplasma durch einen Neuropathologen klassifiziert. 
Auffällig war, dass für alle untersuchten Gewebeproben eine zytoplasmatische Expression 
nachgewiesen werden konnte, wohingegen das Vorkommen im Zellkern bei nur 67 % der 
Proben lag. Das Expressionsmuster variierte je nach Tumorentität, es konnte kein 
Zusammenhang zwischen Malignitätsgrad und Glo1-Expressionsstärke im Zytosol oder 
Zellkern dargestellt werden. Interessant war jedoch, dass Präparate, hergestellt aus 
Glioblastomrezidiven eine erhöhte Glo1-Expression im Vergleich zu primären Glioblastomen 
aufzeigten. Ausgehend von Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wäre auch für die 
Hirntumore ein Zusammenhang zwischen Malignitätsgrad und Glo1-Expression zu erwarten 
gewesen. Fasst man die immunhistochemisch ermittelten Ergebnisse für die untersuchten 
Hirntumore zusammen, ist dafür keine klare Tendenz eruierbar. Bair et al. ermittelten mit 
Hilfe einer quantitativen RT-PCR Glo1 mRNA Level in 40 humanen Melanomen. Im 
Vergleich zum Nativgewebe zeigte sich eine 4-fache Erhöhung der Glo1 für TNM-Stadium 
III Melanome und sogar eine 10-fache Steigerung für TNM-Stadium IV. 
Immunhistochemische Detektion der Glo1-Proteinexpression bestätigten eine signifikante 
Hochregulierung in malignem Melanomgewebe (Bair et al. 2010). 
Eine direkte Proportionalität zwischen Glo1 und TNM-Stadium wurde auch für 
Magenkarzinome beschrieben: Immunhistochemisch zeigten maligne gastrale Tumore 
signifikant höhere Glo1-Proteinlevel als gesundes Magengewebe. Dieser Trend war auch 
dahingehend erkennbar, dass pathologisch fortgeschrittene Stadien III/IV höhere Glo-1 Werte 
aufwiesen als Tumore im Stadium I oder II. Weiterhin präsentierten Patienten, für die eine 
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Metastasierung in regionale Lymphknoten oder eine perineurale Invasion nachgewiesen 
wurde, erhöhte Glo1-Expressionslevel. Diese Beobachtung konnte jedoch nicht auf 
Fernmetastasierung oder Gefäßeinbruch des Tumors übertragen werden (Cheng et al. 2012). 
Für viele der untersuchten malignen Krebserkrankung spiegelt demnach die Höhe der Glo1-
Expression in der Immunhistochemie das klinisch-pathologische Stadium des Tumors wider. 
Eine naheliegende klinische Anwendung findet sich in der Verwendung von Glo1-Leveln in 
der Diagnostik des Prostatakarzinoms. Die Glo1 findet sich hier hauptsächlich im Zytoplasma 
der Tumorzellen (Baunacke et al. 2014). Dabei zeigte sich eine positive Korrelation zwischen 
der immunhistochemischen Glo1-Färbung und dem histopathologischen Gleason-Score der 
Prostatakarzinome. Der Gleason-Score begutachtet den sogenannten Entdifferenzierungsgrad 
der häufigsten und zweithäufigsten Zellpopulation im untersuchten Gewebe und unterscheidet 
somit in gut, mäßig und schlecht differenzierte Tumore. Erste klinische Untersuchungen 
präferieren die Serumglyoxalase als neuen Biomarker zur Diagnostik eines möglichen 
Prostatakarzinoms. Bei paralleler Testung zum klinisch etablierten Prostata-spezifischen 
Antigen (PSA) sollen durch die Ermittlung der Glo1 im Serum insbesondere die 
Tumorpatienten besser identifiziert werden, deren PSA-Wert zwischen 4-20 ng/ml liegt. In 
dieser sogenannten diagnostischen Grauzone des PSA-Wertes sind sowohl maligne als auch 
non-maligne Erkrankungen der Prostata zu finden und erlauben daher nur mit Vorsicht, das 
PSA als Tumormarker für das Prostatakarzinom zu bezeichnen. Höhere Diagnosesicherheit 
vor invasiver Testung verspricht nun die Serum-Glo1 (Chavan et al. 2011). 
Dass dies jedoch nicht auf alle Tumorentitäten gleichermaßen zu übertragen ist, beweist eine 
relativ neue Veröffentlichung von Chiavarina et al. Sie beschrieben, dass in 
Brustkrebsgeweben hohe Glo1-Expressionen anzufinden sind. In der immunhistochemischen 
Färbung von Mammakarzinomen stellte sich jedoch kein signifikanter Intensitätsunterschied 
für verschiedene Subtypen heraus (Chiavarina et al. 2014).  
Primäre Hirntumore nehmen eine Sonderstellung unter den Krebserkrankungen ein. Die in der 
Onkologie übliche Klassifikation nach dem TNM-Stadium (T=Eindringtiefe des 
Primärtumors, N=Lymphknotenmetastasen, M=Fernmetastasen) ist für primäre Hirntumore 
nicht sinnvoll anwendbar, da u.a. extrakranielle Tumorabsiedlungen nur äußerst selten 
vorkommen. Ihre Aggressivität lässt sich nicht aus der Tumorgröße ableiten. Klinisch 
bewertet können sowohl benigne als auch maligne Hirntumore lebensbedrohliche 
Komplikationen mit sich bringen: Während bösartige Tumore infiltrierend in umliegendes 
Hirngewebe wachsen, kann auch ein gutartiger Tumor innerhalb des Schädels den 
Liquorabfluss behindern und erhöhten Hirndruck verursachen. Bei der Einteilung der 
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neuronalen Tumore spielen daher Kriterien wie Ursprungsgewebe, Entartungsgrad und 
durchschnittliche Lebenserwartung eine Rolle (Deutsche Gesellschaft für Neurologie). Die 
histologisch-zytologische Variationsbreite der Hirntumore ist dabei erheblich. So kombinieren 
einzelne Glioblastoma multiforme variabel Chromosomverlust und –duplikation: Eine 
Amplifikation des Chromosomarms 7p ist beispielsweise intratumoral sehr heterogen; 
tumorale Blutgefäße und das Glioblastomgewebe selbst demonstrieren in den meisten Fällen 
unterschiedliche chromosomale Veränderungen (Jung et al. 1999). 
Es ist bekannt, dass die biologische Aktivität eines Proteins durch posttranslationale 
Modifikationen reguliert werden kann. Für die Glo1 sind verschiedene posttranslationale 
Modifikationen identifiziert worden. Birkenmeier et al. typisierten mit Hilfe der 
Massenspektrometrie eine Deletion des N-terminalen Methionins, eine N-terminale 
Acetylierung des Alanins an Position 2, die Ausbildung einer Disulfidbrückenbindung 
zwischen den Cysteinen an Stelle 19 und 20 und eine reversible Glutathionylierung des 
Cysteins139. Dabei bewirkte die Glutathionylierung eine starke Inhibierung der Glo1-Aktivität 
in vitro (Birkenmeier et al. 2010). Vermittelt durch die Proteinkinase A induziert der tumor 
necrosis factor (TNF) die Phosphorylierung der Glo1, welche die Detoxifikationsfunktion des 
Enzyms beeinträchtigt. Die phosphorylierte Glo1 ist Teil eines Signalwegs, welcher zur 
Bildung von MGO-spezifischen advanced glycation end products (AGE) beiträgt und den 
zytotoxischen Effekt des MGO in Richtung Zelltod vermittelt (van Herreweghe et al. 2002). 
Posttranslationale Modifikationen könnten eine Erklärung für eine mögliche Diskrepanz 
zwischen Expression und Enzymaktivität der Glo1 bilden. 
Untersuchungen der Expression der Glo1 können somit nur einen Teil der vielfältigen 
Regulationen abbilden. Während die immunhistochemische Glo1-Darstellung in Melanomen, 
Magen- und Prostatakarzinomen vielversprechendes Potential in der Tumordiagnostik und 
gegebenenfalls auch –therapie vermuten ließ, konnte dies auf die in dieser Arbeit untersuchten 
Hirntumore nicht übertragen werden. Es konnte keine Korrelation zwischen dem WHO-Grad 
und der Glo1 Expression aufgezeigt werden. 
Zukünftige Studien werden zeigen, ob die Glo1 einen Proliferations/Malignitätsmarker in 





5.2 Glyoxalase 1–Onkogen oder Tumorsuppressor 
Die Überexpression der Glo1 in hochproliferativen menschlichen Geweben führte zu der 
Hypothese, dass die Glyoxalase entweder kausal oder indikativ für Zellproliferation sein 
könnte. Um diesem Effekt in Astrozytomzellen nachzugehen, wurde durch stabile 
Transfektion eines shRNA kodierenden Plasmids ein knockdown der Glo1 vorgenommen. Die 
Herunterregulierung der Glo1 wurde im Westernblot sowie durch Bestimmung der 
enzymatischen Aktivität und mRNA-Transkripte verifiziert. Mithilfe der Transfektion wurde 
eine um 50-60 % verminderte Glo1-Expression und Aktivität erreicht. Die generierten 
Plasmid-kodierenden Linien wurden anschließend auf verschiedene Malignitätskriterien hin 
untersucht. Als Negativkontrollen wurden die mit dem Leervektor pTER-EGFP und 
scrambled Vektor transfizierten 1321N1 Zellen mitgeführt. Unspezifische Nebeneffekte, 
verursacht durch das künstliche Einbringen fremder DNA in die Zellen, konnten so durch 
Testung des Leervektors detektiert werden. Zufällige Anordnung der verwendeten 
Nukleotidsequenz der shRNA im scrambled Vektor diente als Negativkontrolle für den Gen-
spezifischen knockdown und schloss potentielle Interfonantworten aus. Die shRNA-
vermittelte Verminderung der Glo1-Aktivität in den Astrozytomzellen ging 
überraschenderweise mit Steigerung maligner Eigenschaften einher. Sowohl die 
Proliferationsrate als auch die Fähigkeiten zur Invasion, Migration, Kolonie- und 
Sphäroidbildung konnten in den shRNA-transfizierten Zellen gesteigert werden 
(Zusammenfassung in Abbildung 23). 
In der Literatur wird die Glo1 meist als zelluläres Onkogen beschrieben. Gene, die eine 
Tumorentstehung induzieren können, werden als Protoonkogene bezeichnet. Meist liegt die 
eigentliche Funktion dieser Gene in der Regulierung und Differenzierung des Zellwachstums. 
Bei fehlerhafter Aktivierung beispielsweise durch Mutation von Gensequenzen kommt es zur 
zellulären Entartung und zur Tumorprogression. Tumorsuppressorgene, auch als 
Antionkogene bezeichnet, hemmen dagegen normalerweise die Zellvermehrung. Bei Defekt 
oder Verlust beider Allele eines solchen Tumorsuppressors kommt es zur enthemmten 







Abb. 23: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse. A) In 1321N1 wurde durch shRNA-vermittelte 
Glo1-Aktivitätsverminderung eine Steigerung maliger Tumoreigenschaften (Proliferation, Migration, Invasion, 
Koloniebildung) erreicht. Glo1 erschien hier als Tumorsuppressor. B) In 3T3 Her-2/neu vermittelte die 
Applikation von Anhydrotetracyclin eine Herunterregulierung des Her-2/neu, wodurch die Proliferation der 
Zellen gehemmt werden konnte, erstmalig beschrieben durch (Schiffer et al. 2003). Nebenbefundlich war eine 
Aktivitätssteigerung der Glo1 zu detektieren. (Zhang et al. 2005) beschrieben eine potentielle Stimulation des 
Her-2/neu für Glo1. C) In 3T3 Her-2/neu war unter Curcumin eine Reduktion der Her-2/neu- und Glo1-Level zu 
beobachten. Im Sinne des Hauptmechanismus erschien Curcumin als Inhibitor des Her-2/neu (Hong et al. 1999). 
Nebenbefundlich bewirkte Curcumin eine Glo1-Verminderung (Santel et al. 2008). Die erreichte 
Malignitätsreduktion (Proliferation) der 3T3 Her-2/neu-Zellen ist am ehesten als Auswirkung der Her-2/neu-








In Zusammenschau der Ergebnisse für die hier untersuchten 1321N1 Zellen stellte sich 
überraschender Weise die Glo1 funktionell als Tumorsuppressor in den Astrozytomzellen dar. 
Dies war dahingehend unerwartet. Laut Warburg-Hypothese sind Tumore durch einen hohen 
Metabolismus mit gesteigerter Glykolyse gekennzeichnet (Warburg 1956). In einer 
Nebenreaktion fällt vermehrt das toxisch wirkende MGO an, welches Dank der Glo1 in das 
nicht-toxische Hemithioacetal umgewandelt werden kann. Eine hohe Glo1-Expression in 
Geweben soll in der Theorie zur Tumorprogression beitragen. 
Dass die hier untersuchten Tumore von Astrozyten eine potentielle Sonderrolle einnehmen 
könnten, unterstreichen Ergebnisse der Arbeitsgruppe Bélanger: Glo-1 Herunterregulierung 
mittels RNA Interferenz resultierte dort in einer Reduktion des neuronalen Überlebens. Dies 
galt jedoch nicht für die Astrozyten. Es zeigte sich allein eine gesteigerte Vulnerabilität 
gegenüber von MGO in den Glo1-reduzierten Astrozyten (Bélanger et al. 2011). 
In dieser Arbeit wurden darüber hinaus Invasivität und Glo1-Aktivität von zehn 
unterschiedlich malignen Tumorentitäten gegenübergestellt. Getestet wurden drei 
Prostatakarzinomzelllinien (LNCaP, PC3 und DU 145), zwei Mammakarzinomzelllinien 
(MDA-MB 231 und MCF-7), zwei Glioblastom-Zelllinien (LN 405 und 8-MG-BA), die 
Neuroblastomzellen SH-SY5Y, die akut-monozytären Leukämiezellen THP-1 sowie die 
Astrozytomzelllinie 1321N1. Die höchste enzymatische Aktivität wurde für die THP-1 und 
LNCaP-Zellen ermittelt, die niedrigste dagegen für die Mammakarzinomzellen MDA-MB 
231. Es konnte eine negative Korrelation zwischen Glo1-Aktivität und Invasionskapazität 
gezeigt werden. Dies bestätigte die Befunde der Astrozytomzellinie und unterstrich, dass Glo1 
offenbar auch die Eigenschaft eines Tumorsuppressors besitzt. 
Betrachtet man die Karzinome der Prostata für sich, ist auffällig, dass die androgen-sensitiven 
Zellen mit niedriger Wachstumsrate (LNCaP) durch höhere Glo1-Level charakterisiert 
werden als hormon-resistenten Zelllinien (PC3 und DU 145). Für die Behandlung von 
Prostatakarzinomen gilt, dass im nicht-metastasierten Zustand nahezu alle Adenokarzinome 
für eine hormonablative Therapie zugänglich sind. Im Laufe der Zeit entwickeln jedoch 
besonders schlecht-differenzierte Tumore eine Hormonresistenz (Interdisziplinäre Leitlinie 
der Qualität S3 zur Früherkennung, Diagnose und Therapie der verschiedenen Stadien des 
Prostatakarzinoms 2014). Demnach scheint eine hohe Glo1-Aktivität in malignem 
Prostatagewebe auf ein klinisch gut behandelbares Stadium hinzuweisen.  
Untersuchungen der Gruppe um Antognelli verifizierten die in dieser Arbeit aufgezeigten 
Ergebnisse: Auch sie demonstrierten eine signifikant höhere Glo1-Expression in den niedrig-
malignen, androgen-sensitiven LNCaP im Vergleich zu den metastasierenden PC3. Mithilfe 
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von shRNA knockdown Experimenten wurde jedoch veranschaulicht, dass die Glo1 in diesen 
Prostatakarzinomzellen keine Bedeutung in der Kontrolle der Proliferation aufweist. 
Stattdessen ging die Herunterregulierung der Glo1 mit einer erhöhten Apoptoserate sowie 
Argpyrimidin-Akkumulation der PC3 einher, sodass die Glo1 als Überlebensfaktor für die 
invasiven PC3-Zellen bezeichnet wurde (Antognelli et al. 2013). Argpyrimidin entsteht durch 
Reaktion des toxischen MGO mit Argininresten und wird u.a. mit der Alterung von Zellen 
und der Nervenerkrankung der Amyotrophischen Lateralsklerose in Verbindung gebracht 
(Gomes et al. 2005). Es ist weiterhin beschrieben worden, dass in malignen Tumoren das 
Heat shock protein 27 (Hsp27) durch Argpyrimidine modifiziert werden kann. Das Chaperon 
erfüllt wichtige Aufgaben in Bezug auf die korrekte Faltung beschädigter Proteine und 
vermittelt somit Widerstand gegenüber zellulärem Stress. In Tumorzellen soll das durch 
MGO posttranslational veränderte Hsp27 Apoptose durch Inhibierung von Caspasen 
verhindern (Sakamoto et al. 2002). 
Während die Mammakarzinomzellen MDA-MB 231 durch ihre Resistenz gegenüber 
Östrogen und Progesteron gekennzeichnet sind, werden die MCF-7 durch die genannten 
Geschlechtshormone stimuliert. Korrespondierend zum malignen Prostatagewebe konnte auch 
hier die Hypothese bestätigt werden, dass hormon-sensitive Brustkrebszellen mit einer 
höheren Glo1-Aktivität vergesellschaftet sind als hormon-resistente Mammakarzinome. Die 
bereits erwähnte Publikation von Chiavarina et al. beschrieb wiederum signifikant höhere 
Glo1-Enzymaktivitäten in tripelnegativen als in tripelpositiven Tumoren (Chiavarina et al. 
2014). Tripelnegative Mammakarzinome zeichnen sich durch eine fehlende Expression des 
Östrogenrezeptors, des Progesteronrezeptors sowie von Her2-/neu aus. Sie sind im Vergleich 
zu anderen Mammakarzinomsubtypen mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet, was 
unter anderen drauf zurückzuführen ist, dass endokrine und Her2-/neu gerichtete Therapien 
nicht eingesetzt werden können (Liedtke und Rody 2013). Tripelnegative 
Mammakarzinomzellen (z.B. MDA-MB 231) sollen des Weiteren weniger Argpyrimidin-
Addukte aufwiesen als Östrogen/Progesteron-Rezeptor positive Zelllinien (z.B. MCF-7). Dies 
begründeten sie mit einer erhöhten Glo1-Expression in den MDA-MB 231 Tumorzellen und 
widersprachen somit den in dieser Arbeit aufgezeigten Ergebnissen (Chiavarina et al. 2014). 
Für die stabilen Hirntumorzelllinien (1321N1, SH-SY5Y, LN 405 und 8-MG-BA) konnte 
kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Glo1-Aktivität und Invasionsrate festgestellt 
werden. Die Glo1-Aktivitätsmuster der neuronalen Tumorzellen lagen nah beieinander. Die 
drei Zelllinien mit der schlechtesten Überlebensprognose (WHO Grad 4) wiesen sowohl 
höhere als auch niedrigere enzymatische Glo1-Level auf als die Astrozytomzellen 1321N1 
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(WHO Grad 2). Dieses Experiment bestätigte, dass die Glo1 zumindest in Hirntumoren 
keinen idealen Tumormarker darstellt. 
In Zusammenschau der eigenen und durch andere Arbeitsgruppen hervorgebrachten 
Ergebnisse wird deutlich, dass die Glo1 in Mamma- und Prostatakarzinomen einen 
interessanten Marker in der Tumorprogression darstellt. Besonders hervorzuheben ist dabei, 
die reproduzierbar höhere Aktivität der Glo1 in hormonsensitiven Tumorzelllinien. Die Glo1 
scheint so mit einer guten klinischen Prognose für die betroffenen Patienten zu korrelieren. 
Dass diese Hypothese auch für andere hormon-unabhängige Tumorentitäten übertragbar ist, 
zeigten Mearini et al. in Untersuchungen von Urothelkarzinome der Harnblase. Invasiv 
wachsende Harnblasentumore wiesen auch hier eine niedrigere enzymatische Glo1-Aktivität 
als oberflächlich lokalisierte auf (Mearini et al. 2002). Entgegen der Warburg-Hypothese 
kommt der Glo1 in den beschriebenen Experimenten die Rolle eines Tumorsuppressors zu. 
Dieses Ergebnis unterstreicht die bereits oben diskutierten shRNA-vermittelten 
Untersuchungen des Glo1 knockdowns. 
Es ist bekannt, dass die Expression und Aktivität der Glo1 einer vielfältigen Regulation 
unterliegt. Nur ein Beispiel ist die Stimulierbarkeit von MDA-MB 231 
Mammakarzinomzellen durch MGO, während MCF-7 Zellen konstante Glo1-Werte zeigten 
(Chiavarina et al. 2014). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass in androgen-sensitiven 
Prostatakarzinomzellen die Expression der Glo1 durch Leptin, Androgen und TGF-ß1 
gesteigert wird (Baunacke et al. 2014). 
Auch die Interaktion mit bekannten Onkogenen kann eine Rolle spielen. Hierfür wurden in 
dieser Arbeit die Fibroblastenzellen 3T3-Her-2/neu verwendet. Diese sind durch ein 
Tetrazyklin-abhängiges Protein charakterisiert, welches die Expression des Her-2/neu Gens 
beeinflusst. Durch die Zugabe von Tetrazyklin ist es möglich, die Expression des Her-2/neu 
Proteins bis unter die Nachweisgrenze zu reduzieren (Schiffer et al. 2003). 
Westernblotanalysen und die Untersuchung des spezifischen enzymatischen Umsatzes der 
Glo1 verdeutlichten, dass die Tetrazyklin-abhängige Herunterregulation des Her-2/neu 
Onkogens mit einer Glo1-Aktivitätssteigerung einhergeht. Dieses Resultat, dass die 
Reduktion maligner Tumorcharakteristika mit einem Glo1-Anstieg assoziiert ist, unterstreicht 
damit die zuvor diskutierten Ergebnisse dieser Arbeit und postuliert die Rolle der Glo1 als 
Tumorsuppressor (Zusammenfassung in Abbildung 23). 
Zhang et al. beschäftigten sich ebenfalls mit Her-2/neu positiven Brustkrebszellen. In einer 
proteomischen Studie wurden Proteine, welche in Her-2/neu positiven und Her-2/neu 
negativen Karzinomen unterschiedlich exprimiert werden, mit Hilfe einer zweidimensionalen 
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Elektrophorese und Massenspektrometrie (MALDI-TOF) analysiert. Neben acht weiteren 
Glykolyseproteinen konnte die Überexpression der Glo1 in Her-2/neu positiven 
Mammakarzinomen identifiziert werden. Durch Behandlung der HER-2/neu-
überexprimierenden SKBr3 Zelllinie durch Herceptin (Trastuzumab, humanisierter 
monoklonaler Antikörper gegen Her-2/neu) konnte auch in dieser Studie die HER-2/neu 
Expression beeinflusst werden. SKBr3-Zellen unter Herceptin zeigten dabei signifikant 
reduzierte Glo1-Level auf. Von den Autoren wurde eine potentielle Stimulation der Glo1-
Expression durch Her-2/neu diskutiert, um die Zellen so vor einer potentiellen Akkumulation 
von toxischem MGO zu bewahren (Zhang et al. 2005). 
In der Literatur sind unzählige teils widersprüchliche Publikationen über die Rolle der Glo1 
zu finden. Es ist zu vermuten, dass die vielfältigen Regulationsmöglichkeiten dieses im 
Stoffwechsel mannigfaltig vernetzten Enzyms zur Notwendigkeit beitragen, die Glo1 in 
unterschiedlichen Zelltypen und Testbedingungen unabhängig voneinander zu untersuchen 
und zu bewerten. Eine Analogie, den Einfluss der Glo1 von einer Tumorentität auf eine 
andere zu übertragen, scheint teils zu fehlen. Die ubiquitäre Expression und Vernetzung im 
Stoffwechsel können somit sowohl Chance als auch Hindernis im diagnostischen und 
therapeutischen Einsatz der Glo1 sein. 
 
5.3 Curcumin als mögliches Therapeutikum bei maligen Erkrankungen 
Seit Jahrhunderten wird Curcumin aufgrund seiner vielfältigen antiinflammatorischen, 
antioxidativen, antimikrobiellen und wundheilungsverbessernden Effekte vor allem im 
asiatischen Raum eingesetzt. Die Eigenschaft eines Therapeutikums durch seinen Einfluss auf 
verschiedene Zielstrukturen unterschiedliche Wirkungen hervorrufen zu können, bezeichnet 
man als Pleiotropie. 
Curcumin bindet und inhibiert zahlreiche Zielstrukturen wie die DNA (Cytosin-5)-
Methyltransferase-1, β-Catenin, Cyclooxygenase-2, NF-κB, Amyloidplaques oder reaktive 
Sauerstoffspezies (Aggarwal et al. 2015). Weiterhin ist der Effekt von Curcumin auf die 
erbB2/neu kodierte p185neu Tyrosinkinase (Her-2/neu) beschrieben worden (Hong et al. 1999; 
Jung et al. 2007). Untersuchungen der Arbeitsgruppe Birkenmeier zeigten Curcumin als 
Inhibitor der Glo1 auf (Santel et al. 2008). 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Curcumin auf Wachstumseigenschaften 
unterschiedlicher Tumorzelllinien untersucht. Dabei zeigte sich in verschiedenen 
Tumorentitäten (Prostatakarzinom (PC3), Mammakarzinom (MBA-MD 231) und Astrozytom 
(1321N1)) durch niedrige Curcumin-Konzentrationen eine dezente Steigerung der zellulären 
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Proliferation, während Konzentrationen ab 50 µM zu einer signifikanten 
Wachstumsinhibierung (p<0,001) führten. 
In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte Curcumin auch eine signifikante 
Proliferationsreduktion für die 3T3 Her-2/neu Zellen auf. Diese Wachstumsinhibierung unter 
Curcumin ging im Westernblot mit einer Verminderung sowohl von Her-2/neu als auch der 
Glo1 auf Proteinebene einher. Zur Bestätigung eines vergleichbaren Proteinauftrags wurde 
das housekeeping Protein GAPDH nachgewiesen. In Zusammenschau unserer Ergebnisse ist 
die Herunterregulierung von Glo1 und Her-2/neu durch Curcumin am ehesten durch zwei 
voneinander unabhängige Hemmmechanismen auf die Zielproteine zu erklären. Curcumin 
reduziert dabei einerseits die Glo1-Aktivität (Santel et al. 2008) sowie andererseits die Her-
2/neu Expression (Hong et al. 1999; Jung et al. 2007). Ein, wie von Zhang et al. postulierter, 
direkter Stimulationseffekt des Her-2/neu auf die Glo1 konnte durch die Ergebnisse dieser 
Arbeit nicht nachgewiesen werden (Zusammenfassung in Abbildung 23). 
Zur Bestätigung dieser Hypothese und zur Identifizierung des direkten zellulären 
Angriffspunktes sind weitere Untersuchungen notwendig. Beispielsweise wäre es interessant, 
den Effekt von Curcumin auf Tumorzellen, in denen keine Her-2/neu Überexpression vorliegt, 
in einem proteomischen Ansatz (ähnlich dessen von Zhang et al. 2005) zu untersuchen. 
Neben der in vitro Testung unterschiedlicher Zelllinien wurde in dieser Arbeit der 
antitumorigene Effekt von Curcumin in vivo im CD1-nude Mausmodell dargestellt. Dabei 
wurden zwei Applikationsmöglichkeiten des Curcumins evaluiert. Nach subkutaner Injektion 
von 1x107 3T3 Her-2/neu-Fibroblasten in die seitliche Bauchregion der 6-8 Wochen alten 
Mäuse erfolgte eine Randomisierung in Therapie- und Kontrollgruppen. Auf ein 
ausgeglichenes Geschlechterverhältnis wurde geachtet. CD1-nude Mäuse der Gruppe ip 
wurden durch intraperitoneale Injektion aller 24 h behandelt. Dabei erhielten Mäuse der 
Therapiegruppe 200 mg Curcumin pro kg KG, während Mäusen der Kontrollgruppe lediglich 
eine Injektion des verwendeten Lösungsmittels verabreicht wurde. Im Therapiearm oral 
erfolgte eine Behandlung mit Curcumin-haltigem Tierfuttermittel (Endkonzentration 1 %), 
Kontrollmäusen stand nicht-modifiziertes Standardfutter zur Verfügung. Die Mäuse der 
Gruppe oral nahmen dabei Futtermengen ad libitum auf. Im zeitlichen Verlauf konnten 
makroskopische Tumorvolumina mit einem Messschieber ab dem 13. Tag ermittelt werden.  
Pan et al. beschäftigten sich bereits im Jahre 1999 mit der Pharmakokinetik von Curcumin in 
Mäusen und verglichen dabei eine ip mit einer oralen Applikation des Wirkstoffs. Bereits 15 
min nach der ip Injektion (0,1 g/kg) konnten Curcuminkonzentrationen im Plasma von 2,25 
µg/ml gemessen werden. Im Vergleich dazu wurden bei oraler Aufnahme von 1 g/kg 
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Curcumin nur Höchstkonzentrationen von 0,22 µg/ml im Plasma erreicht. Die Konzentration 
durch ip Applikation sank sehr schnell ab, während Curcumin als Futterzusatz bis 6 h nach 
der Aufnahme im Serum detektierbar war. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass die 
Leber den Hauptort für die Metabolisierung des Curcumins darstellt. In vivo wurden 
Curcumin-Glucuronoside, Dihydrocurcumin-Glucuronoside, THC-Glucuronoside, und THC 
(Tetrahydrocurcumin) als wichtigste Metabolite des Curcumins identifiziert. Ip appliziertes 
Curcumin soll zuerst eine Biotransformation in Dihydrocurcumin mit anschließender 
Umwandlung in THC durchlaufen (Pan et al. 1999). Die Frage, ob diese Abbauprodukte im 
menschlichen Organismus so aktiv wie Curcumin selbst sind, konnte bis heute nicht 
abschließend geklärt werden. 
Es ist bekannt, dass Curcumin nur eine mäßige Bioverfügbarkeit besitzt. Aufgrund des 
extensiven Metabolismus von Curcumin in Darm und Leber, soll es nicht möglich sein, 
ausreichend hohe Konzentrationen außerhalb des Gastrointestinaltrakts über mehrere Stunden 
aufrechtzuerhalten (Burgos-Morón et al. 2010). THC dagegen ist in gepufferten Lösungen 
(pH 7,2) und im Plasma stabiler als Curcumin (Pan et al. 1999). Im Gegensatz zu Curcumin, 
das in vielen in vivo Studien im Plasma nicht nachweisbar war, stieg THC 80 min nach 
Curcuminfütterung bei Mäusen an (Begum et al. 2008). Halbwertszeiten von 111 min für 
Curcumin und 232 min für THC wurden ermittelt (Vijaya Saradhi, U V R et al. 2010). 
Shoba et et. kombinierten daher die Applikation von Curcumin mit Piperin, einem bekannten 
Inhibitor der hepatischen und intestinalen Glukoronidierung. Während bei menschlichen 
Testpersonen nach oraler Curcuminaufnahme nur geringfügige Spuren des Wirkstoffs 
nachweisbar waren, konnte durch die Zugabe von 20 mg/kg Piperin die Bioverfügbarkeit um 
2000 % gesteigert werden (Shoba et al. 1998). 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die tägliche ip als auch die orale 
Applikation von Curcumin einen hemmenden Effekt auf die Tumorentwicklung von 
Fibroblastentumoren mit Her-2/neu-Überexpression besitzen. Konform zu 
Voruntersuchungen erwies sich die intraperitoneale Darreichung des Curcumins als 
erfolgreicher. Die Nacktmäuse entwickelten durchschnittlich ein um 28 % verringertes 
Tumorvolumen im Vergleich zu oral therapierten Individuen. Aufgrund niedriger 
Versuchstierzahlen (n=5 für ip Experimente, n=10 für die orale Behandlung) und hoher 
Streuung der Messwerte ging dieses Ergebnis nicht mit statistischer Signifikanz einher.  
Doch auch die orale Curcuminaufnahme zeigte beeindruckende Erfolge. Überraschend war, 
dass oral verabreichtes Curcumin rund 52 % kleinere Tumore im Vergleich zur 
Kontrollgruppe (Vergleich arithmetischer Mittel am 27. Tag) hervorbrachte. Den Mäusen des 
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per os-Studienarms stand das Curcumin-versetzte Futtermittel ad libitum zur Verfügung. Eine 
spezielle Behandlung des Curcumins beispielsweise durch Piperin zur Erhöhung der 
Bioverfügbarkeit war nicht vorgenommen worden. Der hier dargestellte Effekt der oralen 
Verabreichung des Curcumins ist am ehesten darauf zurückzuführen, dass das Curcumin nicht 
in einer Einzeldosis, sondern in mehrere Portionen aufgeteilt, aufgenommen wurde. So ist 
davon auszugehen, dass trotz niedrigerer Spitzenspiegel durch den frei zugänglichen 
Futterzusatz relativ konstante Curcuminlevel im murinen Organismus aufrechterhalten 
wurden. 
Es muss weiterhin Erwähnung finden, dass bereits die ip Injektion per se einen Effekt auf die 
Entwicklung der Tumore besaß: Durchschnittlich formten sich 29 % kleinere Tumore durch 
die ip Lösungsmittelapplikation im Vergleich zu Kontrollmäusen der Gruppe per os aus. Dies 
ist am ehesten auf die Injektion von Ethanol zurückzuführen, welches in 6%-iger 
Konzentration im Lösungsmittel enthalten war. Hochprozentiges Ethanol wird bereits in der 
Behandlung des fortgeschrittenen hepatozellulären Leberkarzinoms in Form der perkutanen 
Ethanol-Injektionstherapie unter sonographischer Kontrolle eingesetzt (Di Stasi et al. 1997). 
Es scheint daher nicht verwunderlich, dass auch in diesem Versuchsaufbau ein Ethanol-
vermittelter Effekt detektiert werden konnte.  
Trotz subjektiv deutlich verringerten Tumorvolumina zeigte sich aufgrund relativ großer 
Streubreite der Messergebnisse nicht in jeder Untersuchung statistische Signifikanz. Dies 
hätte durch eine größere Anzahl an Versuchstieren entgegnet werden können.  
Der Effekt des Curcumins wurde in dieser Arbeit lediglich für die Her-2/neu 
überexprimierenden Fibroblastenzellen untersucht. Da Curcumin unter anderen als Inhibitor 
des ubiquitär exprimierten Enzyms Glo1 beschrieben wurde (Santel et al. 2008), liegt die 
Vermutung nahe, dass auch andere maligne Tumore durch Curcumin in der Progression 
gehemmt werden können. Es erfolgte daher ebenfalls der Versuch ein Tumormodell mit 
anderen Tumorzelllinien wie den Astrozytomzellen 1321N1, den Prostatakarzinomzellen PC3 
und LNCAP sowie den Mammakarzinomzellen MCF-7 zu erzeugen. Dabei konnte leider 
keine makroskopische Tumorentstehung in den Nacktmäusen erreicht werden. 
Es konnte aufgezeigt werden, dass der Einsatz von Curcumin in der Behandlung von 
malignen Tumoren, speziell von Her-2/neu überexprimierenden Krebsformen, einen 
vielversprechenden therapeutischen Ansatz darstellt. Um jedoch eine sichere Anwendung in 
vivo garantieren zu können, kommt der umfassenden Charakterisierung von 





Diese Arbeit umfasst die Untersuchung der Rolle der Glo1 in malignen Tumorzellen. Im 
Speziellen wurden dabei die Astrozytomzelllinie 1321N1 sowie primäre Hirntumore aller 
WHO-Malignitätsgrade in immunhistochemischen Paraffinschnitten beleuchtet. Die immun-
histochemische Detektion der Glo1 in primären Hirntumoren zeigte keine eindeutige 
Korrelation zwischen Malignitätsgrad und subzellulärer Lokalisation bzw. Expression. 
Basierend auf Proliferations- und Glo1-Aktivitätsanalysen von Tumorzelllinien 
unterschiedlichen Ursprungs sind besonders die Prostatakarzinome für weiterführende 
immunhistochemische Untersuchungen geeignet. Es kann vermutet werden, dass die Glo1 
einen Marker für die Aggressivität eines Tumorpräparates bei Prostatakarzinomen darstellt. In 
shRNA-vermittelten Zellkulturexperimenten wurde der Einfluss einer artifiziellen 
Herunterregulierung der Glo1 in den 1321N1 Zellen dargestellt. Dabei zeigte sich die Glo1 
als Tumorsuppressor für maligne Tumoreigenschaften wie Invasion, Migration, Proliferation 
und Sphäroid- und Koloniebildung. Erste Experimente an knockout Mäusen offenbarte eine 
Rolle der Glo1 in der Entstehung von diabetischer Nephropathie. Da ein vollständiger Verlust 
des Glo1-Gens jedoch zu nicht lebensfähigen Nachkommen führt, handelte es sich bei den 
beschriebenen Mäusen lediglich nur einen konditionellen knockout. Im Bereich der 
Kanzerogenese liegen bisher keine Untersuchungen vor. Es wäre denkbar, dass eine solche 
Glo1-knockout Maus eine höhere Suszeptibilität gegenüber malignen Tumoren besitzt. 
Der Glo-1 Inhibitor Curcumin wurde als Therapie von Her-2/neu überexprimierenden 
Fibroblastentumoren in Nacktmäusen eingesetzt. Sowohl durch ip Anwendung als auch durch 
orale Aufnahme von Curcumin konnten die Tumorvolumina signifikant reduziert werden. 
Aufschlussreich wäre weiterhin die histologische Aufarbeitung der Tumore und Mausorgane 
bezüglich Glo1, Her-2/neu- Expression sowie bekannter Proliferationsmarker wie das Ki67-
Antigen. Erste klinische Studien an Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom, die 
eine orale Curcumintherapie erhielten, bewiesen eine biologische Aktivität mit teilweiser 
Tumorregression. Ergebnissen dieser Arbeit zufolge wären weitere klinische Testungen an 
Patientinnen mit Her-2/neu positiven Mammakarzinomen wünschenswert.   
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Bis heute stellen maligne Tumorerkrankungen die zweithäufigste Todesursache in 
Industrienationen dar. Basierend auf der Warburg-Hypothese fallen in Tumorzellen trotz 
Vorhandensein von Sauerstoff durch Aktivierung der Glykolyse hohe Mengen an Laktat an. 
Die Kenntnis über zytotoxische Nebenprodukte dieser Reaktion rückte das detoxifizierende 
Enzym der Glyoxalase 1 (Glo1) in das wissenschaftliche Interesse. In den vergangenen Jahren 
häuften sich Berichte, die die Glo1 als zentralen Mediator in der Tumorprogression 
postulierten. In dieser Arbeit wurde die Rolle der Glo1 in humanen Hirntumoren und Her-
2/neu überexprimierenden Fibroblastentumoren beleuchtet. Bei diesen Untersuchungen 
wurden die folgenden wesentlichen Ergebnisse erzielt: 
 Es konnte ein monoklonaler muriner Antikörper gegen die humane Isoform der 
Glo1 generiert werden. Der Klon 4C10 bewies hohe Sensitivität und Spezifität. 
 Immunhistochemische Detektion der Glo1 in primären humanen 
Hirntumorgeweben offenbarte keine Assoziation zwischen Malignitätsgrad der 
Tumore und der Glo1-Expression. 
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 Es konnte gezeigt werden, dass durch shRNA-basierte 
Expressionsverringerung der Glo1 eine Steigerung maligner 
Tumorcharakteristika in einer humanen Hirntumorzelllinie erreicht wird. Dabei 
wurden in vitro Proliferation, Invasion, Migration, Sphäroid- und Kolonie-
bildung von 1321N1 Astrozytomzellen erhöht. 
 Invasions- und enzymatische Aktivitätsuntersuchungen der Glo1 in zehn 
verschiedenen Tumorzelllinien legten eine inverse Korrelation nahe, besonders 
hochmaligne, hormonrefraktäre Prostata- und Mammakarzinome zeichneten 
sich durch niedrige Glo1-Level aus. 
 Curcumin als Inhibitor der Glo1 reduzierte signifikant das 
Proliferationsverhalten der vier getesteten Prostatakarzinom-, 
Mammakarzinom-, Astrozytom- und Fibroblastenzelllinien. 
 Es gelang ein Tumormodell in CD-1-nude Mäusen zu etablieren, in dem der 
Einfluss von Curcumin auf subkutane Her-2/neu überexprimierende 
Fibroblastentumore untersucht werden konnte. Dabei erwiesen sich sowohl die 
intraperitoneale Applikation als auch die orale Aufnahme von Curcumin als 
wirkungsvolle Therapiemöglichkeiten. Es konnten dabei hochsignifikante 
Tumorreduktionen (*** p<0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe erreicht 
werden. 
Mit dieser Arbeit ist ein entscheidender Schritt im Verständnis der Glo1 und ihres Inhibitors 
Curcumin in humanen Hirntumoren und Her-2/neu überexprimierenden Tumoren erreicht 
worden. Die pathophysiologische Bedeutung der Glo1 in der Tumorentwicklung bleibt jedoch 
bis heute nur unvollständig verstanden und in verschiedenen Tumorentitäten widersprüchlich. 
Weiterführende Untersuchungen sollten sich daher der Identifizierung der molekularer 
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Tabelle S3: Zusammenstellung der zur real time-PCR eingesetzten Primer 
Glo1 sense  5´-CCGTTCCTTGGGTCCCGTCG-3´ 
 antisense 5´-TCTGGAGAGCGCCCAGGCTAT-3´ 
GAPDH sense  5´-AAGGGTCATCATCTCTGCCC-3´ 





Abb. S4: Generierung der 3T3-Her-2/neu Zelllinie durch Kotransfektion von NIH-3T3 Fibroblasten mit den 
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Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, 
wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt 
an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Die aktuellen gesetzlichen 
Vorgaben in Bezug auf die Zulassung der klinischen Studien, die Bestimmungen des 
Tierschutzgesetzes, die Bestimmungen des Gentechnikgesetzes und die allgemeinen 
Datenschutzbestimmungen wurden eingehalten. Ich versichere, dass ich die Regelungen der 
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